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RESUMEN

La comunicacion entre las células se da mediante la excrecion de diversos compuestos, como
neurotransmisores, derivados de lipidos y proteinas. Algunas de estas proteinas han sido
investigadas por la Optogenética, que, mediante el estudio de proteinas modificadas son
sensibles a la luz, conocidas como cromoforos, han logrado determinar de manera especifica
las funciones de estas, ademés del como la configuracion que presentan afectan su respuesta
por parte de las celulas que las asimilan. En los Gltimos afios se ha encontrado que los niveles
de ciertas proteinas, como la opsina 5, esta relacionado con padecimientos degenerativos
como Alzheimer, Parkinson, depresion o algunos tipos de cancer. Debido a ello ha sido
propuesta como biomarcador, y con ello surge la necesidad de crear un dispositivo lo méas
barato y reproducible posible con la finalidad de detectar esta proteina. En la presente tesis
se presenta la caracterizacion de la conformacién molecular o de los isomerismos de los
estandares del cromoforo 9-cis retinal, 13-cis retinal y all-trans retinal mediante irradiacion
con dos laseres con longitudes de onda de 633 nm y 532 nm y potencias de 15.6 mW y 24.6
mW, respectivamente; posteriormente se presenta el protocolo utilizado para el
autoensamblado por monocapas de un biosensor mediante dos metodologias de
funcionalizacion, deposicion gaseosa y deposicion quimica (también llamada humeda o de
inmersion). Utilizando la espectroscopia de infrarrojo para la caracterizacion de los
cromoforos, se encontrd que existe un tiempo umbral en que la desnaturalizacion o cambio
de isomerismo se vuelve irreversible. Se encontré también, usando espectroscopia en el
mediano infrarrojo por técnica de Reflexion Total Atenuada, que el biosensor por cualquiera
de las metodologias es capaz de detectar opsina 5 en cortes criogénicos de modelo murino
después de 30 minutos de interaccion. El desarrollo de biosensores como el presentado aqui
permitira conocer los niveles de opsina 5 presentes en algunos tejidos y fluidos, o inclusive
hasta su conformacion de la opsina 5, y de esta manera poder brindar atencion temprana a
padecimientos como los mencionados al principio, incrementando la calidad de vida de

algunos pacientes.



CAPITULO 1.
INTRODUCCION
Las opsinas, en particular la neuropsina (opsina 5, klk8, op5), son una especie de proteina
que se encuentra presente en distintos tejidos como médula espinal, testiculos, trompas de
Falopio, utero, glandulas salivales, hipotalamo, etc.l. Sin embargo, al presentarse algunos
carcinomas o padecimientos degenerativos, se ha encontrado que sus niveles aumentan?>.
Hasta el momento, la técnica para detectar estas opsinas es mediante técnicas moleculares
como ELISA (Enzyme -Linked ImmunoSorbent Assay), en la cual un antigeno (molécula
que es reconocida por un anticuerpo) se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una
enzima que genera un subproducto detectable, esta técnica fue propuesta como alternativa al

radioinmunoensayo, riesgoso por el uso de isotopos radioactivos®,

Actualmente, la bsqueda bibliografica 12121335711 brinda informacion de los tejidos donde
es posible encontrar op5 mediante técnicas moleculares, pero no arroja ningun resultado
sobre biosensores basados en silicio cristalino para la deteccion de la op5 teniendo como
elemento de reconocimiento bioldgico (ERB) un anticuerpo; menos adn, se han estudiado los
inmunosensores para op5 mediante técnicas como la espectroscopia en el mediano infrarrojo

por transformada de Fourier.

Por lo anteriormente descrito, en el presente trabajo se desarrolla como propuesta el
autoensamblado de un biosensor basado en silicio cristalino, usando como ERB un
anticuerpo policlonal para la determinacion de opsinas en gonadas e hipotalamo de ratas
Wistar sanas, tanto en machos como en hembras. Se utiliza como sistema de deteccion la
espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier en modo de Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR) y mediante transmision en micro espectroscopia de infrarrojo. Se
busca que el biosensor en trabajos futuros sea capaz de discriminar la presencia de los
padecimientos en etapas tempranas, asi como poder dar un tratamiento oportuno. Asi mismo,
se reporta el proceso y resultados de la caracterizacion de 3 distintos cromoforos, mediante
radiacion en la region del visible y la observacion de sus cambios estructurales, mediante
FTIR-ATR, esto es importante ya que poder determinar los cambios estructurales en las
proteinas, permitira establecer si se sufre alguna modificacion en la estructura de las opsinas

por efectos de la reaccion antigeno-anticuerpo.



Por lo tanto, la implementacion del biosensor optico cuyo protocolo se muestra a lo largo de
esta tesis, tiene como motivacion el desarrollo de una metodologia que apoye a las técnicas
existentes en la deteccidn de la op5 y al diagndstico temprano de padecimientos cronico-
degenerativos. Este trabajo puede, ademas, ampliar paneles de biomarcadores, para ayudar a
la deteccion de padecimientos, como el Alzheimer en etapas tempranas. En este sentido la
literatura indica que hoy la investigacion presta su atencién por la deteccién de g-amiloide,

moléculas T y acetilcolinal*’.

1.1 Biosensores

Uno de los retos que enfrenta la ciencia hoy en dia, principalmente dirigida hacia el area de
medicina, biologiay lo relacionado a procesos en la industria agroalimentaria, es la deteccion
de ciertos componentes o0 moléculas que pueden determinar el estado, calidad o situacion de
algun sistema en particular. Es por ello que se requiere el uso de dispositivos especializados
que permitan conocer o determinar los componentes de dicho sistema, estos dispositivos se

denominan ‘“biosensores”.

De manera practica, los biosensores son “dispositivos que usan reacciones bioquimicas
especificas controladas por enzimas aisladas, sistemas inmunes, tejidos, organelos o células
completas para detectar componentes biolégicos o quimicos; usualmente mediante sefiales
eléctricas, quimicas u opticas™8, Estos dispositivos cuentan con dos elementos primordiales,

pudiendo agregarse un tercero:
-Un elemento de reconocimiento biol6gico (ERB).

-Un transductor que genera una sefial fisica medible, usualmente es la plataforma sobre la

que se coloca el biosensor, como silicio cristalino, fibra 6ptica o nanoparticulas.

-Un sistema de deteccion que cuantifica la sefial obtenida y la convierte en informacion

facilmente asimilable por el usuario, por ejemplo, valores o espectros en un monitor.

En la Fig. 1.1 se muestra el esquema general de un biosensor.
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Fig. 1.1. Representacion esquematica de la configuracién de un biosensor, aqui se le llama ligando al ERB, y
la superficie donde se inmoviliza es lo que a lo largo de este trabajo se denominara soporte o plataforma.

Imagen adaptada de Mungroo®.

De acuerdo con Midwood?, un biosensor debe tener una plataforma o soporte que sea barata
preferentemente, ofrecer una buena estabilidad y reconocer los objetivos o analitos con
sensibilidad y especificidad. Los biosensores hoy en dia son capaces de detectar analitos en
unos cuantos segundos y pueden llegar a ser portatiles como los medidores de glucosa. En
medicina, se busca que detecten desequilibrios en diversas sustancias del cuerpo para
diagnosticar de manera temprana enfermedades como el cancer en distintos tejidos o
padecimientos degenerativos como el Alzheimer. Algunos de los umbrales de deteccion

llegan al rango de pico y/o femto molar?:.

Aunque la mayoria de los biosensores trabajan mediante sefiales eléctricas, existen otro tipo
de sefiales que nos brindan la informacion de una manera mas conveniente y rapida como lo
son las sefiales Opticas. Esto debido a que, de los distintos tipos de biosensores, los épticos
son los mas réapidos?, ya que la respuesta de la interaccion ERB-analito puede ser
determinada en tiempo real. Aun asi, y aunque el desarrollo de los biosensores esta bastante
evolucionado, se requieren de avances en su estudio e implementacion en areas de interés
practico, como la salud o la agroindustria. Carneiro (2020)?! también menciona que se
requieren diversas plataformas para multiples analisis, ya que algunas permitirdn una mejor
manipulacion mientras que otras una respuesta mas rapida, incluso, in vivo. Una de las

plataformas mas usadas en el armado de biosensores es el silicio (Si), no solo por su economia
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y por ser uno de los elementos méas abundantes en el planeta, sino también porque sus
propiedades estan bien estudiadas. Asi mismo, tiene distintas presentaciones como silicio
amorfo, cristalino, poroso, fibra Optica, etc., cada una con una aplicacion diferente??,
brindando asi un abanico de posibilidades para su implementacion. De acuerdo con el
biosensor desarrollado y la metodologia de su implementacion se tienen dos tipos de
detecciones:

Indirectas: se presentan cuando lo que se detecta es un producto o subproducto de reaccion,
por ejemplo, en los medidores de glucosa, donde la respuesta se debe a un producto de la

reaccion de la glucosa con la enzima que sirve como ERB.

Directa: el ERB detecta directamente el analito y mediante el sistema de medicion se lee o

bien el enlace entre ellos, o el analito.

En la Fig. 1.2 se muestra a modo de diagrama un resumen de los biosensores.

Biosensores

Elemento Elemento de
transductor Reconocimiento
| Bioldgico
[ I 1
Cambio de Electro- Optico Anticuerpo
masa quimico
[ l ]
Magneto- Piezo- Potencio- Resonanc’la Fagocito
A f t de Plasmén |
eléctrico eléctrico metros .
Superficial
I\éllcro‘balTrcllza Amperome- Raman & ADN
| decristalde | tricos FTIR B
cuarzo
O’nd.a Impedancio- Fibra Enzima
T acust!c.a metria éptica B
superficial
Conducto- Otro Elemento
| metria | biomimético

Fig. 1.2. Clasificacion de los biosensores basados en el tipo de transductor y el elemento de reconocimiento

bioldgico®.
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A continuacion, se describen de manera breve cada uno de los tipos de biosensor:

Cambio de masa: Los mas populares son los piezoeléctricos, los cuales producen una sefial

eléctrica cuando una fuerza es ejercida sobre ellos. Los mas comunes son las microbalanzas
de cristal (QCM).

Electroguimico: estos miden una diferencia de potencial eléctrico debido a la interaccion

entre un analito y la superficie del biosensor. La relacion existente entre el potencial y la

concentracion electroquimica activa suele ser logaritmica.

Optico: son todos aquellos en los que la medicion se hace mediante el uso de radiacion
electromagnética en sus distintas regiones, los mas populares son los de fibra dptica, sin
embargo, si la lectura del biosensor se realiza mediante resonancia de plasmén de superficie,
efecto Raman o como serd en el caso del presente trabajo, que serd por infrarrojo por

transformada de Fourier, estaremos hablando también de biosensores opticos.

1.2. Métodos de funcionalizacion

Para que una plataforma sea responsiva a un analito, o para inmovilizar el ERB a la superficie,
se usan diversas técnicas denominadas funcionalizaciones. De manera breve, la
funcionalizacién, a través de sus diversas técnicas, permite modificar la quimica de una
superficie sin alterar su morfologia (en algunos casos, esta se modifica de manera previa) con
la finalidad de que la superficie se vuelva sensible a una cierta molécula al dejar expuestos
nuevos enlaces funcionales. Thirugnanasambandan?* menciona que estas modificaciones se
llevan a cabo con quimicos adecuados, asi como moléculas biolégicas (como enzimas,
anticuerpos o secuencias de ADN, aunque a estas se les suele denominar inmovilizaciones
de un ERB), o bien, nanomateriales. La funcionalizacion es el proceso de agregar nuevas
funciones, caracteristicas, capacidades o propiedades a la superficie de un material mediante
el cambio quimico de dicha superficie. Es una técnica fundamental usada dentro de la
quimica, ciencia de materiales, ingenieria biologica y textil, asi como en la nanotecnologia.
La funcionalizacion se lleva a cabo mediante el enlace de moléculas o nanoparticulas a la
superficie de un material, a veces con un enlace quimico, pero a veces simplemente a través

de adsorcion.

Dentro de los métodos de funcionalizacion se encuentran los siguientes?®:



Electroinjerto: se utiliza para la deposicion de monocapas de alrededor de unos 50 nm. Por
lo regular las capas ensambladas tienen una alta adherencia ademas de ser Opticamente

transparentes?®,

Tiolacion: esta se realiza con tioles, que son compuestos organicos que como grupo funcional
tienen un sulfhidrilo (-SH). Mediante esta se pueden llevar a cabo modificaciones oxidativas

para ciertas enzimas y enlazar proteinas con residuos reactivos de cisteinas?’.

Adsorcion: los resultados que se presentan en adsorcion en Oxidos son distintos para
macromoléculas y micromoléculas, aunque ambos tienen una diversidad de aplicaciones?®.

Este fendmeno es usado principalmente para la funcionalizacion de polimeros y plasticos?>%.

Silanizacion: En este proceso se forma un enlace covalente y estable mediante una reaccion
quimica entre un grupo hidroxilo del sustrato y un grupo silano, proveniente de algin

quimico®-%2, se suelen dejar expuestos grupos amino (NHz) o bien hidroxilos (OH).

Esta Gltima resulta muy buena para sustratos a base de 6xidos de silicio, ya que por su
naturaleza quimica tiende a formar enlaces covalentes, ademas de ser ampliamente conocida

para la inmovilizacion de biomoléculas 3338,

Entre las principales técnicas que se utilizan para la funcionalizacién por silanizacion estan
las “htimedas” (o “wet” en inglés, donde la inmersion es la variante mas sencilla) y las secas,

mismas que se implementaron en el desarrollo del actual trabajo.

En el ejemplo de la Fig. 1.3, a una superficie (también llamada matriz o soporte) se le ha
realizado un proceso mediante el cual se han agregado nuevos grupos funcionales, capaces

de enlazar moléculas que la superficie del material por si mismo no era capaz de hacerlo.

OH OH OH

(ﬁﬂ Enlaces de

o \ uretano
Ester\ficar_ic’m/ ‘Sllamzacmn
R R

\ \
o R o R NH NH
Y \/ R—Si—R R—Si—R O:< O:<
o OH o) OH o O OH ©

Fig. 1.3. llustracion de funcionalizaciones comunes de nanocelulosas®.



Aunque los ejemplos mostrados en la Fig. 1.3 son para nanocelulosas, también pueden ser
aplicados a otras superficies. En la Fig. 1.4 se muestra un esquema general de la
funcionalizacion de una superficie para la inmovilizacion anticuerpos, los cuales requieren
de la disponibilidad de grupos NH2 u OH.

RS B XXX

*

I )

No activo Activo

Fig. 1.4. Estrategias de bioactivacion para la produccidn de plataformas poliméricas de deteccion en
biosensores. Arriba: Modificacion de una superficie polimérica mediante la introduccion de grupos
funcionales reactivos y una subsecuente inmovilizacién de un anticuerpo. Medio: efecto de la superficie
funcionalizada poliméricamente: A) desnaturalizacién o desactivacion proteica debido a la baja
concentracion de grupos funcionales que provocan que la proteina se decante; B) desnaturalizacion o
desactivacién proteica debido a la sobrefuncionalizacién de la superficie; y C) concentracion optima de

grupos funcionales y formacién de una plataforma para deteccion con anticuerpos activos®.

De las técnicas anteriormente descritas, se implemento la silanizacion, tanto en fase gaseosa
como por inmersion en fase humeda (fase quimica) ya que se pretende inmovilizar
anticuerpos como ERB, que estan formados por proteinas. A continuacién, se explica mas

sobre los ERB en general.

1.3. Elementos de Reconocimiento Bioldgico

Un elemento de reconocimiento, de manera general, es el encargado de interactuar con el
medio en busqueda del analito. Un ERB es precisamente un elemento que reconoce a un solo
analito, pero con la particularidad de que su origen es biolégico, como pueden ser tejidos,
ADN, enzimas o anticuerpos. Cuando se tiene un ERB, el dispositivo completo pasa a
Ilamarse biosensor. A continuacion, en la Fig. 1.5 se muestran algunas de las ventajas y

desventajas de los distintos tipos de ERB.



Elementos de Reconocimiento Bioldgico

Natural Sintético
1 1 1
Anticuerpo Acidos nucleicos Polimeros impresos
Enzima Aptameros molecularmente
.é * Selectividad * Sensibilidad * Reproducibilidad
t * Reusabilidad * Limite de deteccion
2 * Reproducibilidad

* Reproducibilidad * Costo * Selectividad
* Variaciones de lote * Unidn no especifica
* Estabilidad del
proceso
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Fig. 1.5. Ventajas y desventajas de algunos Elementos de Reconocimiento Bioldgicos?.
Existen distintos tipos de ERB, a continuacion, se explican algunos de los principales'®*:

Biomimeética: estos ERB son del tipo sintético, tratan de imitar las funciones de sistemas
naturales mediante la estimulacion externa. De acuerdo con Morales (2018)*° estos tienen

una buena reproducibilidad, ya que no dependen de animales, pero su selectividad es pobre.

Enzima: estas han sido ampliamente usadas, y abarcan todo el espectro de medicion®. Los
biosensores mas populares donde se implementan enzimas son en los medidores de glucosa

basados en la enzima glucosa oxidasa.

Acidos nucleicos: se implementan principalmente en la deteccion de DNA, asociados con

desordenes o padecimientos genéticos, como lo es el caso del cancer®:,

Células: principalmente provenientes de bacterias, son utilizadas para la deteccidn de toxinas.
Ayudan a medir las condiciones ambientales intra y extracelularmente. Tienen la desventaja

de tener un periodo de vida limitado.

Bacteridfago: dado que son virus que atacan bacterias de manera especifica, se vuelve
factible su uso para la deteccion de bacterias de importancia clinica. Su inmovilizacion

resulta sencilla y tienen una alta especificidad*®.



Anticuerpos (AB): los biosensores basados en este ERB se conocen de manera habitual con

el nombre de inmunosensores, se usan principalmente para la deteccion de carcinomas*4#.,
Estos ERB tiene una alta especificidad, por lo cual solo crearan enlace con una molécula
particular. De esta manera, se tiene la ventaja que la muestra no requiere de una alta

preparacion para su interaccion.

Es por su alta selectividad que para el desarrollo de este trabajo se hizo uso de AB como

ERB. A continuacion, en la Fig. 1.6 se muestra el esquema general de un anticuerpo.

NH, NH,

\ /
NH, Puentes disulfuro f/‘JHz
\ /
4 - Regién Fab
Cadena ligera gS egion Fa
Ko\ |
COOH

COOH

Cadena pesada

) L. Region Fc
determina el isotipo

V =dominio variable
C=dominio constante

Fig. 1.6. Estructura de un anticuerpo.

Como vemos en la Fig. 1.6, un anticuerpo (AB) consta de dos cadenas pesadas, enlazadas a
dos cadenas ligeras mediante puentes disulfuro. Al final de cada una de las cadenas pesadas
tenemos una regién variable, donde se encuentra el sitio activo, lugar al que se unira el
analito. Una vez que el analito se haya unido al AB, no es facil romper el enlace, ya que es
del tipo covalente*®. Cabe mencionar que el AB es una proteina que ha alcanzado un nivel de
estructuracion cuaternaria. Los biosensores que usan AB como ERB hoy en dia tienen una
gran variedad de aplicaciones**®, y para su funcionamiento existen dos tipos de deteccion,
directa e indirecta, por lo que el ERB puede reaccionar con el analito (medicion indirecta) o
capturarlo (medicion directa). En la Fig. 1.7 se muestran los esquemas de algunos arreglos

de biosensores que utilizan AB como ERB.
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Fig. 1.7. llustracidn esquematica de los arreglos mas comunes para la deteccidn utilizando anticuerpos. a)
Arreglo de sandwich con anticuerpos secundarios conjugados con nanomateriales y sin etiquetas. b) Arreglo

en sandwich con anticuerpos secundarios etiquetados. c) Deteccion directa?.

Los primeros dos casos de la Fig. 1.7 también se pueden considerar una medicion indirecta,
ya que al momento de la lectura no encontraremos el analito en si, sino otro elemento que,
de no estar el analito, no podriamos encontrar tampoco, en el caso de la Fig. 1.7a) sera la
nanoparticula, la cual no estaria presente si no existiera una deteccion previa, lo mismo en la
Fig. 1.7b). Este tipo de arreglos se llevan a cabo dependiendo del analito buscado, ya que

puede ser mas sencillo encontrar una etiqueta secundaria, posterior a la deteccion misma.

1.4. Importancia de la proteina op5 asociada a enfermedades cronico-degenerativas en
modelo murino.

La op5 se libera en el cerebro, més especificamente en la region del hipotalamo, desde donde
es distribuida a otros tejidos del cuerpo mediante el liquido cefalorraquideo, principalmente
gbnadas (testiculos y ovarios)™2. Los niveles de estas proteinas se ven alterados al presentarse
ciertos padecimientos degenerativos como Alzheimer, depresion®®>® y ansiedad®, ademas
de carcinomas en distintos tejidos®>’, razon por la cual la op5 ha sido propuesta durante los
ultimos aflos como biomarcador para la deteccion de estas afecciones. De alli que resulta
importante el desarrollar un dispositivo que pueda detectar esta proteina, mejor si es barato

y facil de desarrollar.
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1.5. Objetivos de la tesis
1.5.1. Objetivo general

Desarrollar un biosensor optico utilizando como elemento de reconocimiento bioldgico el
anticuerpo policlonal OPN5 y como matriz soporte una oblea de silicio cristalino para la
determinacion de la opsina op5 en diversos tejidos de rata Wistar como hipotadlamo o
gonadas.

1.5.2. Objetivos particulares

1. Determinar el estado conformacional de la op5, en funcién de los parametros de
excitacion luminosa, basdndonos en la caracterizacion de los cromaforos retinales all-
trans, 9-cis y 13-cis.

2. Generar el sistema biosensor éptico tomando como matriz una oblea de silicio
cristalino y como elemento de reconocimiento bioldgico el anticuerpo policlonal
OPNS5.

3. Caracterizar estructuralmente el biosensor mediante espectroscopia de micro y macro
infrarrojo, de las diferentes etapas del autoensamblado del biosensor.

4. Determinar la presencia y sensibilidad del biosensor en la determinacion de la op5
interactuando con distintos tejidos de rata Wistar.

5. Generar el protocolo experimental para la determinacion de opsinas en modelos

murino.
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1.6. Descripcion general de los capitulos de la tesis.
Capitulo 1

En este capitulo (Capitulo 1) introductorio se han tocado los principales temas sobre la
construccién de biosensores, como lo son los distintos métodos de funcionalizacién y los
elementos de reconocimiento bioldgico para la deteccion de la op5 en tejido de ratas de la
cepa Wistar (modelo Murino) y se ha justificado el interés en la deteccidn de esta proteina.

Capitulo 2

Se explica la composicién de las proteinas, asi como algunas de sus caracteristicas. Dentro
de los topicos que se tocan se encuentra la estructuracion de una proteina y como esta
determina o afecta sus propiedades. También se describe brevemente las funciones de las
proteinas como actuadores, como el caso de la channelrodhopsina que actia como un canal
con 7 a-hélices que se abren cuando una estructura interna, llamada cromoforo, cambia de
conformacién. Por Gltimo, se muestran algunos de los tejidos donde es posible encontrar la

op5, de interés de esta tesis.

Capitulo 3

Se explica como funciona la espectroscopia en infrarrojo, en particular la técnica de
Reflectancia Total Atenuada. Se presentan ademas los equipos Vertex 70 e Hyperion 2000,
ambos de la marca Bruker, con sus diagramas y componentes principales. Asi mismo, se da
una explicacion de los fundamentos de la espectroscopia vibracional a nivel moleculares, asi
como de los conceptos basicos como lo son la onda evanescente y la profundidad de

penetracion de la onda.

Capitulo 4

Se explica como se realizaron paso a paso cada uno de los experimentos y las fases de cada
uno de ellos. Se comienza con la parte que corresponde a la caracterizacion de tres
cromoforos retinales, se continua con el autoensamblado del biosensor implementando dos
técnicas para la fase de funcionalizacion y se finaliza con una explicacion general de la
metodologia y de algunos detalles para la toma de espectros usando los equipos descritos en

el capitulo 3.
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Capitulo 5

Los arreglos experimentales, asi como la caracterizacion de los materiales usados se muestran
en este capitulo. Se comienza explicando el arreglo experimental usado para la
caracterizacion de los cromoforos, se continua con la explicacion de cémo se encontro el
solvente utilizado, asi como la concentracion adecuada. Finalmente, se explican los arreglos

experimentales implementados para el armado del biosensor y su interaccion.

Capitulo 6

Se presentan en este capitulo los resultados mas relevantes o importantes del trabajo
desarrollado a lo largo de esta tesis, tanto para la caracterizacion de los cromo6foros, como
para el desarrollo del biosensor dptico para la deteccion de op5 en tejido de modelo murino.
Se hace uso de analisis espectroscdpico y quimiométrico para resaltar algunas caracteristicas

del sistema que no son apreciables a simple vista.

Capitulo 7

Se resume cudles fueron los principales resultados y actividades desarrollados en ambas
etapas de la tesis, asi mismo se mencionan algunas actividades que quedan como trabajo a

futuro para complementar el presentado en este escrito.
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CAPITULO 2.
BIOSENSORES BASADOS EN ANTICUERPOS
De manera general, a los biosensores que en su funcionamiento involucran el uso de
anticuerpos, se les conoce como inmunosensores. Los inmunosensores o bien pueden
detectar anticuerpos (como en el caso de pruebas seratoldgicas), usarlos en ensayos tipo
“sandwich” como se hace en ELISA, o bien usar anticuerpos para la deteccion de un antigeno

o analito de interés de manera directa®®, como es el caso de este trabajo.

Segun Adam Augustyn et. al.>®, “un anticuerpo es una proteina producida por el sistema
inmune en respuesta a la presencia de una sustancia externa, la cual recibe el nombre de
antigeno. Los anticuerpos reconocen a sus antigenos y se adhieren a ellos para eliminarlos
del cuerpo.” Existen anticuerpos de dos tipos, monoclonales y policlonales, los primeros son
producidos en una regidn especifica y solo ligaran antigenos que se encuentren en la misma
region, mientras que los anticuerpos policlonales detectaran a su antigeno
independientemente de la region en que hayan sido producidos. A nivel comercial y técnico
los anticuerpos monoclonales son mas dificiles de producir, y por ende su costo es mayor

que los anticuerpos policlonales.

Como ya se mencion6 en la definicion de anticuerpo, este es una proteina, las cuales se

explican con més detalle a continuacion.

2.1. Definicion de proteina.

Se les denomina proteina a los oligopéptidos (cadenas de méas de 10 aminoacidos) que tienen

un peso superior a 5kDa, que por lo regular seran varios cientos de aminoacidos.

Las proteinas abundan en todos los organismos, dado que son una de las bases sobre la cual
se construye toda la vida, y por tanto la biologia que conocemos. De ellas dependen las
estructuras celulares como en el crecimiento 6seo o muscular y la comunicacion celular o
entre los tejidos, por ejemplo, la que se da en la sinapsis neuronal. Si conocemos los procesos
donde se ven involucradas las proteinas podremos tener una idea del funcionamiento de los

distintos tejidos que conforman un ser vivo.

Pollock (2007)%° define las proteinas como una clase de biopolimeros formados por

polipéptidos de una L-alfa secuencia de aminoacidos. Pollock también menciona que la
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secuencia especifica de una proteina le brinda una geometria o estructura definida, que al
final, resulta en una especificidad de su funcién, esto se entiende con los niveles de

estructuracion proteicos, los cuales se explican mas adelante en este capitulo.

Blanco (2017)%' menciona como ejemplos donde se ven involucradas las proteinas los
siguientes: enzimas como catalizadores, hormonas como reguladores de la actividad celular,
la hemoglobina ademas de algunas otras como transportadores de sustancias especificas por
medio del flujo sanguineo como lo es en el caso del hierro, anticuerpos que atacan a los
agentes externos o bien se unen a proteinas especificas, receptores y transmisores que
disparan sefiales en las células, actina y miosina que permiten la contraccién muscular y el

colageno que forma las fibras que conectan a los tejidos.

2.2. Enlaces peptidicos

Las proteinas son basicamente cadenas de aminoacidos unidos entre ellos. Los aminoacidos
se componen de un grupo amino (-NHz), un grupo carboxilo (-COOH), un H solo y un grupo
radical (regularmente denominado -R en los diagramas), unidos todos ellos a un carbono
central. Es el grupo radical el que diferencia un aminoécido de otro, como se muestra en la
Fig. 2.1.

R

Fig. 2.1. Estructura general de un aminoacido. Del lado izquierdo vemos el grupo amino (NHy), en el medio
hacia abajo tenemos el grupo radical (-R) que brinda las propiedades particulares a cada aminoacido y lo

diferencia de otro y finalmente del lado derecho se tiene al grupo carboxilo (COOH).
Los aminoacidos (como también pasa con los enlaces peptidicos y las proteinas), pueden
tener dos distintas configuraciones, a las cuales se les denomina isomerismos. Blanco®!
aborda de la siguiente manera los isomerismos: “De acuerdo con la configuracion tetraédrica
del carbono, donde cada uno de los enlaces apunta a uno de los vertices del tetraedro y el
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atomo de carbono se encuentra en el centro. Cuando el carbono esta enlazado a distintos
elementos o grupos atémicos, la molécula se vuelve asimétrica, a esta configuracion se le

conoce como “carbono asimétrico”, como se da en el caso de un enlace peptidico”.

Asi, los grupos enlazados al carbono central pueden tener dos configuraciones espaciales
distintas, una de las cuales es un reflejo de la otra. A estas se les conoce como compuestos
quirales, pero también se suelen llamar isomerismos Opticos enantiomeros o
enantiomorfismos. En la Fig. 2.2. se muestra un ejemplo del isomerismo del aminoacido

alanina, donde su grupo radical es simplemente un grupo CHs.

CH, H,C

\ ’
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’ \ ’ \
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COOH HOOC

Fig. 2.2. Isomerismos de la alanina. Notese que no hay rompimiento o formacion de nuevos enlaces, sino que

solo se configuran de una forma diferente®.

Como vemos en la figura anterior, la alanina se presenta asimétrica, no hay ningun tipo de
rotacion posible sobre el atomo de carbono para llegar de un estado a otro. Es importante
hacer notar que la diferencia es solo en la configuracion de los enlaces, sin embargo, estos
siguen siendo los mismos. La configuracion de un aminoécido puede afectar el modo en que

este se enlaza a otro, y por tanto algunas de sus estructuras superiores.

Al enlace que se da entre los aminoacidos se le denomina “enlace peptidico”. Un enlace
peptidico une el grupo amino de uno con el grupo carboxilo de otro, liberando en el proceso
una molécula de agua. Existen aproximadamente 200 aminoacidos en la naturaleza; sin
embargo, solo 20 de ellos se conjuntan para la conformacion de proteinas mediante el enlace
peptidico, estos aminoacidos se denominan “aminoacidos esenciales”. Los aminoacidos que
se pueden conjuntar para la creacion de proteinas son los siguientes: alanina, arginina,
asparagina, aspartato, cisteina, fenilalanina, glicina, glutamato, glutamina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina, triptéfano y valina.

El diagrama de un enlace peptidico se muestra en la Fig. 2.3.
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Fig. 2.3. Enlace peptidico. El grupo carboxilo del aminoécido 1, con grupo radical Ry, se enlaza al grupo
amino del aminoacido 2 con grupo radical R,. Se muestra también la molécula de agua liberada en el
proceso. El enlace peptidico mostrado aqui es trans, ya que tiene al -H del otro lado del =0, en caso

contrario seria un enlace cis.

En un enlace peptidico, pueden existir uno de dos tipos de isomerismos, ya sea trans, como
el que se muestra en la figura anterior donde el -H y el =O estan en lados opuestos, o bien cis
donde estan en un mismo lado. Este isomerismo, al igual que en el caso de los isomerismos

en los aminoacidos puede afectar la funcion final de la proteina.

2.3. Estructura proteica
Las proteinas son enlaces de varios cientos de aminoéacidos. Dependiendo como se conjunten
estos, se presentaran de una manera u otra los niveles de estructuracion de la proteina. Estos

niveles de estructuracion son los siguientes cuatro:

Estructura primaria: Se refiere a la secuencia de aminoacidos, e.g., 1-2-3-4, cuya secuencia
es distinta a 3-1-2-4.

Estructura secundaria: hay dos tipos de esta, alfa-hélice y beta-lamina, es la forma que van

tomando las cadenas, e. g. el ADN tiene una forma hélice y las beta-amiloide, tienen una

configuracién de lamina.

Estructura terciaria: Se refiere a si son globulares o fibrosas, las primeras son solubles y

tienen funciones dindmicas como las enzimas o anticuerpos mientras que las segundas son

insolubles y tienen principalmente funciones estructurales como la queratina.
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Estructura cuaternaria: Es la union de diversas estructuras terciarias y no lo tienen todas las

proteinas. Los anticuerpos son, por ejemplo, la unién de diversas estructuras terciarias

globulares.

En la Fig. 2.4 se muestran los niveles de estructuracion de la proteina.

Alfa-hélices

Laminas beta Laminas beta
antiparalelas paralelas

(a) Estructura primaria (b) Estructura secundaria

(c) Estructura terciaria (d) Estructura cuaternaria

Fig. 2.4. Diferentes niveles de estructuracién de las proteinas. a) primaria; que indica el orden en que se
unen los aminodcidos mediante enlaces peptidicos, b) secundaria; indica si se ha formado una a-hélice o una
S-l1&mina, c) terciaria; donde se han conjuntado varias estructuras secundarias, pueden ser globulares o
fibrosas y d) cuaternaria; son conjuntadas varias estructuras terciarias y no todas las proteinas llegan a este

nivel de estructuracion®,

2.4. Las proteinas como actuadores

Al igual que en los aminoécidos y enlaces peptidicos, las proteinas pueden tener distintas
configuraciones, que afecta el funcionamiento de esta. Para las proteinas los cambios de
configuracién no implican ruptura ni formacion de nuevos enlaces, es decir, lo Gnico que
cambia es la estructura o configuracion de estas, que al final permitiran su union con otras

moléculas, o su asimilacion por parte de algunas células.

Algunas proteinas cuentan con una subestructura interna denominada ‘“cromoforo”, los
cuales son un grupo insaturable que absorbe luz y la refleja a un angulo especifico para dar

matices®®. Esta absorcion de luz puede dar lugar a cambios de densidad electrénica o de la
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geometria de la molécula®, ademas de darse en una region especifica del espectro

electromagnético®.

Una de las cualidades del cromdforo es cambiar su conformacion cuando es radiado con una
longitud de onda especifica, tipicamente en la region del espectro visible. EI cambio de
configuracién de los croméforos da pie a un cambio en la funcion de la proteina en la cual se
encuentran inmersos, sirviendo estas como actuadores, canales o bombas dependiendo de su

configuracién. En la Fig. 2.5 se muestran algunos de los croméforos existentes.
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Fig. 2.5. Estructura de los cromoforos. Para el desarrollo de esta tesis se ocuparon los croméforos 9-cis
retinal (PSB9, 9cr), 13-cis retinal (PBS13, 13cr) y all-trans retinal (PBST, altr)®.

En la Fig. 2.6 se muestran algunas proteinas que funcionan como actuadores y con qué
longitud de onda se promueve o se inhibe su actividad. En esta figura vemos que los
actuadores tienen una longitud de onda especifica para ser activados o desactivados. Esto
permite controlar la actividad de una célula, como se muestra en el esquema de la Fig. 2.7,
donde una chanelrodopsina, conformada por 7 alfa-hélices representadas por los cilindros
azules sirve como canal de paso de ciertos iones al ser radiada con una longitud de onda
especifica de 460 nm, ya que el cromoforo que tiene internamente cambia de configuracion.
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Fig. 2.6. Actuadores. Ejemplos de algunas proteinas que funcionan como actuadores. En blanco se presenta
la longitud de onda en que se activan y en negro la longitud de onda en que se desactivan. Uno de los
actuadores mas populares es la ChR2 (Chanelrodopsina 2), que es un canal que puede ser accionado con

radiacion electromagnética®’.
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Fig. 2.7. Representacidn esquematica de una proteina transmembranal conocida como chanelrodopsina.
Cuando es radiada con luz azul esta se abre debido al cambio conformacional del cromoforo, que cambia de
un 11 cis-retinal a un all trans-retinal, permitiendo el paso de iones a través de ella. De este modo, se puede

controlar la actividad de una célula®.

Una aplicacion del ejemplo mostrado en la Fig. 2.7 es el control de los potenciales de accion

en la comunicacion neuronal. De esta manera se podrian inhibir o propiciar ciertos mensajes
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0 activar o desactivar regiones especificas en el cerebro con solo radiar a las neuronas de la

region en cuestion.

2.5. Op5 asociada a enfermedades cronico-degenerativas

Los niveles de ciertas proteinas, asi como sus estructuras, pueden influir directamente sobre
la salud de un individuo, incluso desde afios antes de manifestar cualquier sintoma, algunas
proteinas pueden indicar que se tiene presente un padecimiento, como en el caso del
Alzheimer, donde se ha detectado que la proteina -amiloide comienza a decrecer sus niveles

desde unos 25 afos antes de la aparicion de sintomas.

Existen diversos tipos de rodopsinas, cada una de las cuales tiende a encontrarse en tejidos o
regiones particulares del organismo. La proteina a la cual hara referencia este estudio es la
opsina 5 (op5), también llamada kIk8 o neuropsina, de la cual se muestra su estructura en la

siguiente figura.

G
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Fig. 2.8. Estructura de una op5 de ratén. En puntos rojos se presentan algunas moléculas de agua que no son
propias de la proteina, el cubo azul en la parte superior derecha es un hidrato de carbono. Las demas

estructuras son la proteina en si, donde alcanzamos a apreciar diversas laminas beta asi como alfa-hélices®.

La op5 pertenece a la familia de las opsinas, que son proteinas fotosensibles responsables de
la fotorrecepcidn visual y no visual en animales. Esta opsina tiene una sensibilidad maxima
a la luz ultravioleta cuando es reconstruida con el cromoéforo 11-cis retinal y con all-trans

retinal®6%79,
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Aunque en un principio se crey0 que la op5 estaba presente solo en ratas, en 2001 se
descubri6 que estaba presente también en humanos mediante un estudio realizado por Kishi
(2001)L. En 2007 no se logrd detectar de manera directa esta proteina en cerebro y testiculo,
pero si en otros tejidos entre los cuales se encuentra el ovario, teniendo una concentracion de
entre 10 - 100 ng/g ®. Por otro lado, este mismo estudio revela la presencia del ARN

mensajero en concentraciones grandes tanto en génadas como en cerebro.

Sin embargo, estudios mas recientes revelaron la presencia de op5 en el hipocampo®~, donde
juega un importante en la plasticidad neuronal, es decir, en la memoria, memoria social y la
adaptacion cerebral a nuevas actividades®1°. Asi mismo, se encontr6 que la op5 también se
encuentra presente en las gonadas de macho (testiculos)>!112 entre otros fluidos como el

liquido cefalorraquideo.

En 2017 se descubri6 en un estudio, realizado por Hecker®, que abarco 70 mamiferos (dentro
de los cuales se encuentra el humano, la rata y el raton), que algunos de ellos no expresan la
op5, estos animales son, a saber, el manati, la ballena asesina, la ballena minke y el delfin.
En las siguientes tablas se muestran algunos de los tejidos y fluidos donde es posible

encontrar las op5™*3,

Las concentraciones que se muestran en las tablas siguientes son para tejidos de humanos
sanos, los estudios fueron realizados entre 2003 y 2007. Cuando se tienen tejidos con algin
padecimiento, como el céancer, la concentracion de esta proteina puede aumentar. Por
ejemplo, en cancer de ovario la concentracion en flujo de quiste de ovario sube hasta 1000

Hg/L cuando sano es de apenas 1 pg/L%.

Tabla 2.1. Tejidos donde se encontro presencia de la op5. Las concentraciones para los tejidos se

encuentran en ng/g dentro de los paréntesis al inicio de cada columna.

Tejidos Tejidos Tejidos
(<10 ng/g) (10-100 ng/g) (100-1000 ng/g)
Higado Corazon Amigdala
Cerebro Cérvix Rifion Piel
Glandula Glandula Eso6fago
salival suprarrenal Testiculo
Ovario Tumor ovarico .
. Vagina Seno
maligno
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Tabla 2. I1. Fluidos donde se encontrd presencia de la op5. Las concentraciones para los fluidos se

encuentran en pg/L dentro de los paréntesis al inicio de cada columna.

Fluidos Fluidos Fluidos Fluidos
(0-1 pg/L) (1-10 pg/L) (10-100 pg/L) (100-1000 pg/L)
Citosol de cancer . -~
X Flujo amniotico
mamario
Liquido Flujo de quiste
. mamario . : .
cefalorraquideo - Leche materna Flujo cervicovaginal
Plasma seminal
Orina Fluido folicular
Fluido de quiste Saliva
ovarico Suero

Como vemos, hoy en dia se conoce bastante sobre la ubicacidn de la opn5 en los tejidos y los
fluidos corporales y ha sido propuesta como biomarcador, como se menciona en la
introduccién del Capitulo I. La gran mayoria de los estudios sobre la op5 han sido realizados
utilizando técnicas moleculares (como ELISA) que, a pesar de ser fiables, requieren horas de
trabajo post extraccion de la muestra para llevarse a cabo. En este sentido el biosensor
implementado en esta tesis pretende desarrollar a la par un protocolo para llevar a cabo una
técnica que permita obtener de una manera mas rapida y sencilla los mismos resultados de
las pruebas moleculares, o bien, que sirvan como un discriminante para la realizaciéon de

pruebas moleculares permitiendo la optimizacién de recursos.
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CAPITULO 3.
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO
El espectro en infrarrojo resulta de la interaccion de la radiacion con vibraciones moleculares
y en el caso de los gases, con rotaciones moleculares. El espectro por si mismo es una gréafica
de la transmision de radiacion en IR en la muestra como una funcién de la longitud de onda
o unidades relacionadas, como lo es el numero de onda. La espectroscopia en infrarrojo es la
fisica que trata de la teoria e interpretacion de estos espectros y una de las técnicas mas
populares para la identificacion de moléculas. La espectroscopia en infrarrojo, en su region
media, puede ser usada como un tipo de huella dactilar, Unica para cada molécula.
Adicionalmente, la presencia o ausencia de muchos grupos funcionales puede ser establecida
mediante la interaccién de este tipo de radiacion con las muestras, a través del espectro
resultante. Andlisis cuantitativos de mezclas pueden ser obtenidos. Los espectros en
infrarrojo pueden ser obtenidos para liquidos, sélidos y gases, con poco o nulo tratamiento
de las muestras. Diferentes tipos de espectrometros pueden ser usados, con una gran variedad

de muestras posibles por medir’®.

3.1 Teoria de la espectroscopia en el infrarrojo

3.1.1. Espectro electromagnético

En la region del infrarrojo (IR) la unidad usada para definir el nimero de onda (o) es el
centimetro inverso (cm™), este representa el nimero de ondas de una onda continua que caben
dentro de un cm. Las relaciones del centimetro inverso con otras unidades, como la longitud

de onda o la frecuencia de radiacion, son las siguientes:

o(em-1) = 1 _ 10* _ v(Hz)
Alcm) A(um) c(cm/sec)

El nimero de onda, como vemos, es directamente proporcional a la frecuencia. La region del
IR se extiende desde el fin de la region visible a 0.78 um hasta la region de las microondas
con una longitud de onda de alrededor de 1 mm. La region del IR se divide en tres secciones,
la mas usada es la region del mediano infrarrojo (MIR) desde los 2.5 um hasta alrededor de
los 50 um (4000 — 200 cm™), aunque algunos solo la consideran hasta los 400 cm™?! 0 25
um, ya que esto depende de las limitaciones del equipo, mientras que el limite de 4000 cm ™1

es el limite del nimero de onda para absorcién de vibraciones fundamentales en el IR. La
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region entre el visible y el MIR se le conoce como infrarrojo cercano, esta region es usada,
entre otras aplicaciones, para anlisis cuantitativos especialmente. A la region entre el MIR
y las microondas se le conoce como infrarrojo lejano, y se usa para estudiar vibraciones de

baja frecuencia y algunas rotaciones moleculares.

Las transiciones electromagnéticas dan lugar a absorciones en las regiones del visible y el
ultravioleta (UV-vis), mientras que las rotaciones puras de moléculas gaseosas dan lugar a
absorciones en el lejano IR y las microondas. Las vibraciones intramoleculares dan lugar a

absorciones a lo largo de la mayor parte del IR.

En los espectros en infrarrojo como eje horizontal se suele usar el nimero de onda, siendo
un poco indiferente, dependiendo de la costumbre, ordenarse de mayor a menor o a la inversa.
En el eje vertical se coloca la transmisién, absorcién o cualquier otra caracteristica que se
quiera reportar, aunque es usual colocar como unidades el porcentaje de radiacion
transmitida, absorbida, etc.; se suele reportar como unidades arbitrarias (a. u.). En los picos
0 bandas importantes se coloca ademas a que enlace esta asociada esta respuesta, como se

muestra en el siguiente ejemplo:

3300
OH stretch

N —— Agua

0.6

Absorbance [a. u.]

0.4 4
1640
OH, scissor

0.2

0.0

\ T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Wave number [cm™]

Fig. 3.1. Espectro por FTIR del agua.

3.1.2 Vibraciones diatdmicas

La molécula diatémica es la mas sencilla, consistiendo solo de dos nucleos conectados por
un enlace quimico formado por electrones. Los electrones en una molécula se mueven mucho
mas rapido que el nucleo, asi que los electrones se pueden equilibrar rapidamente en nuevas

configuraciones electronicas mientras que los nGcleos cambian lentamente su espaciamiento.
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Para el caso de una molécula diatdmica, esto es parecido a la energia potencial del resorte
ordinario. Existe una cierta longitud de equilibrio del enlace donde la energia es minima. Si
esta longitud incrementa o decrementa, la energia potencial incrementa y aparece una fuerza
restauradora. Para una molécula diatdmica, existe solo un enlace y solo una vibracion, que
cambia la longitud del enlace periédicamente. En la aproximacion del oscilador armonico,
se asumen que la fuerza restauradora de cada masa es proporcionalmente lineal al cambio de
longitud del enlace desde la longitud de equilibrio, la constante de proporcionalidad se
denomina constante de fuerza k. Para dar una idea de este concepto se muestra la siguiente

figura.

a) . W[ b)

N e

—
e

~

iy

Fig. 3.2. Representacién de una molécula de agua. En ella vemos los enlaces como un resorte que se puede
comprimir o elongar. Aqui se presentan dos tipos de vibraciones: a) stretching simétrico y b) stretching

asimétrico’.

La frecuencia vibracional v de la molécula diatomica puede ser calculada asi:

1 1 1
)
2m m; m,

Donde v es la frecuencia vibracional, m,; y m, son las dos masas atdbmicas y k la constante

N =

de restitucion. Notese que la frecuencia es independiente de la amplitud de la oscilacién. Las
masas se mueven de manera tal que el centro de masas se conserva estacionario, si A, /A, €s

la amplitud relativa de las dos masas, entonces se cumple que:

3.1.3 Vibraciones poliatémicas

Las moléculas poliatdbmicas tienen mas de una frecuencia vibracional. Un atomo en una
molécula puede moverse de manera independiente en tres dimensiones, por lo tanto, en una

molécula con n atomos, se tienen 3n maneras independientes de moverse. El centro de masas
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de una molécula puede moverse solo en tres direcciones independientes Una molécula no
lineal puede rotar de tres diferentes maneras, sobre cada uno de los ejes que pasan por el
centro de masas. Una molécula lineal tiene un grado menos de libertad ya que la rotacion
sobre su propio eje no desplaza los atomos. Quitando los movimientos que se acaban de
mencionar, quedan 3n — 6 grados de libertad que corresponden a los movimientos internos
para moléculas no linealesy 3n — 5 para moléculas lineales. Estos grados internos de libertad
pueden cambiar la forma o tamafio de la molécula sin rotar o trasladar su centro de masas.
Estos 3n — 6, 0 bien 3n —5, grados de libertad corresponden a modos normales de
vibracion. En un modo normal de vibracion el desplazamiento de las coordenadas cartesianas
de cada atomo cambia de manera periddica, cada uno oscilando con la misma frecuencia y
pasando por la configuracién de equilibrio al mismo tiempo, todo sin trasladar el centro de

masas. En la Fig. 3.3 se muestran los modos normales de vibracion de una molécula de CO, ™.

0] C 0
40— Ommp — 4O

Estiramiento Contraccion

0 Cc 0
O o O
Estiramiento Estiramiento

Doblamiento

Doblamiento

Fig. 3.3. Modos normales de vibracion de una molécula de €O, ™.

3.2. Técnicas de medicion en el infrarrojo

En un espectrometro, una fuente de IR envia todas las longitudes de onda en IR de interés a
través de la muestra, provocando que algunas de las moléculas vibren con una amplitud
incrementada en funcion de su energia de enlace, la cual es brindada por la energia de la

radiacion, resultando en la absorcion de la radiacion de IR a ciertas frecuencias. La frecuencia
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de absorcién de una banda fundamental de absorcion en el IR es la misma que la frecuencia
de la vibracion molecular que causa la absorcion. Esto provee un medio para observar las
vibraciones moleculares, que a su vez brinda una huella dactilar para la identificacion de
moléculas. Las frecuencias pueden usarse también para determinar caracteristicas internas
dentro de la molécula que brindan informacion sobre su estructura. A continuacion, se

explican algunas de las técnicas usadas en la espectroscopia en el infrarrojo.

3.2.1. Medicion de la absorbancia

Existe una variedad de técnicas para medir absorbancia. En un espectro de haz sencillo la
coordenada vertical I es una medida de la intensidad de la radiacion de la fuente (a una
longitud de onda dada) atenuada por la absorcion de la muestra ademas del agua 'y CO, del
ambiente. Un espectro de haz sencillo es tomado como referencia con el mismo instrumento,
pero sin muestra, consideremos que la coordenada vertical es I,. Si la coordenada vertical de
estos dos espectros es dividida para cada valor de longitud de onda, se genera un espectro
donde la coordenada vertical es la transmitancia o, multiplicada por 100, el porcentaje de la
transmitancia, esto no es el porcentaje de transmitancia de la muestra, sino mas bien del
conjunto completo. Ademas, la radiacién puede perderse por la reflexion del conjunto y por
la dispersion, también por algin bloqueo en las aperturas de las compuertas del equipo por
donde pasa la radiacién, debido a ello, se debe realizar una correccion mediante la lectura del

background o linea base.

Si la coordenada vertical del espectro es lineal con el porcentaje de transmitancia, entonces
el porcentaje de transmitancia leido en la parte mas baja de la banda de la muestra es tomado
para ser proporcional a I. El porcentaje de transmitancia a una misma longitud de onda es
leido por el background, que es a donde la lectura llegara si no hay una banda o pico de la

muestra, este se toma proporcional a I,.

En ocasiones la coordenada vertical del espectro es el valor de la absorbancia méas que el
porcentaje de transmision, en este caso, la lectura de absorbancia en la banda o el pico es

corregido restando la lectura de absorbancia al background a la misma longitud de onda.
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3.2.2. Reflectancia difusa (DRIFTS)

Cuando un haz de IR es enfocado sobre una fina particula de material, el haz incidente puede
interactuar con la particula de varias maneras. Primero, la radiacion puede ser reflejada en la
superficie superior de la particula sin penetrarla. Segundo, la radiacién puede sufrir maltiples
reflexiones en las superficies de la particula sin llegar a penetrarla. La reflectancia difusa
resulta de la penetracion de la radiacion incidente dentro de una o mas particulas de la muestra
y su subsecuente dispersion desde la matriz o fluido donde se encuentra la muestra, como se

observa en la Fig. 3.4.

Fig. 3.4. Esquema del fenémeno de reflectancia difusa’.

Un accesorio de DRIFTS opera direccionando la energia en IR dentro de una cubeta llena
con una mezcla de la muestra y en algunos casos con un fluido o matriz transparente al IR.
La radiacion en IR interactta con las particulas y se refleja en sus superficies, provocando
que la radiacion se disperse, conforme se mueve sobre la muestra. El espejo de salida
direcciona entonces la energia de dispersion al detector en el espectrometro. El detector
guarda el haz de IR alterado como una sefial de interferograma, que puede ser usada para
generar un espectro, tipicamente el background es medido utilizando un espejo altamente

reflejante.

La técnica de DRIFTS es comunmente usada para el analisis de muestras que puedan ser
dispuestas en polvos con un grano menor a 10 um, pudiendo ser mezcladas en un polvo como

el KBr, el cual es transparente a la radiacion infrarroja.
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3.2.3. Transmisién

En esta técnica el usuario solo debe colocar una muestra directamente en el camino del haz
de IR. Como el haz pasa a través de la muestra, la energia transmitida es medida y el espectro
es generado. Sin embargo, la muestra por lo general debe ser preparada antes de que la

transmision se lleve a cabo.

Esta técnica cuenta con la ventaja de ser econdmica, estable, que su espectro brinda excelente

informacidn espectral, lo que la vuelve ideal para mediciones cualitativas.

3.2.4. Reflectancia especular/reflexion-absorcion

La reflectancia especular es una técnica para la medicion de superficies que opera bajo el
principio de eficiencias reflexivas. Este principio establece que cada muestra tiene un indice
de refraccion que varia con la frecuencia de la radiacion a la que es expuesta. En lugar de
examinar la energia que atraviesa la muestra, la reflectancia especular mide la energia, que
es reflejada en la superficie de la muestra, o su indice de refraccion. Mediante la examinacién
de las bandas de frecuencia, en que la tasa de cambio en el indice de refraccién es alta, el

usuario puede hacer suposiciones sobre la absorbancia de la muestra.

La técnica de reflexion-absorcion trabaja con el mismo principio, pero debido a las
propiedades de la muestra, parte de la energia que pasa a través de la capa de la superficie,
es absorbida dentro de la mayor parte de la muestra, y entonces se refleja en un sustrato
debajo de la capa superficial. Una combinacion de reflectancia especular y reflexion-

absorcion puede ocurrir cuando se cumplen los criterios para ambas técnicas.

Con estas técnicas se analizan cominmente muestras que tienen superficies grandes, planas
y reflectivas. Esta técnica ofrece las ventajas siguientes: es sensitiva a muestras con
monocapas, es un analisis no destructivo y tiene un gran rango de accesorios disponibles, que

pueden permitir variar el &ngulo de incidencia del haz de infrarrojo sobre la muestra.

3.2.5. Reflectancia Total Atenuada (ATR)

Un accesorio de ATR opera mediante la medicion en los cambios que ocurren en una
reflexion interna de un haz de IR cuando el haz se pone en contacto con la muestra. Un haz

de IR es direccionado sobre un cristal 6pticamente denso con un indice de refraccion alto a
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un cierto angulo. Esta reflectancia interna crea una onda evanescente que se extiende de la

superficie del cristal dentro de la muestra puesta en contacto con el cristal.

En regiones del espectro de IR donde la muestra absorbe energia, la onda evanescente sera
atenuada. El haz atenuado retorna al cristal, entonces sale del lado opuesto del cristal y es
dirigido al detector en el espectrometro IR. El detector guarda el haz atenuado como una

sefial de interferograma, que puede ser usado para generar un espectro en IR.

Entre las ventajas que ofrece esta técnica se encuentran las siguientes: requiere una
preparacion minima de las muestras, el cristal solo requiere de una limpieza muy basica, se

pueden realizar analisis de las muestras en sus estados naturales’.

3.3. Onda evanescente
La espectrometria en infrarrojo por reflexion total atenuada (ATR) funciona mediante el uso
del fendmeno de onda evanescente. Primero explicaremos que es el fendmeno de reflexion

total interna (TIR) para después explicar el ATR.

En espectroscopia por FTIR-ATR, la muestra es puesta en contacto con un cristal de ATR.
La radiacion en infrarrojo viaja a través del cristal e interactGa con la muestra en la superficie
en contacto con el cristal de ATR. Dada la diferencia de indices de refraccion entre ambos
materiales, se produce el fenomeno de TIR. Esta reflexion forma la llamada “onda
evanescente”, que se extiende dentro de la muestra. Basado en la composicion de la muestra,
una pequefia parte de la radiacion en infrarrojo es absorbida cuando la onda evanescente

interactla con la muestra, resultando en una pequefia atenuacion de la reflexion total.

3.3.1. Reflexion total interna.

Cuando una onda que se propaga llega a la superficie entre dos medios Opticos que estan
caracterizados por dos indices de refraccion distintos a un cierto dngulo de incidencia, la luz
es totalmente reflejada, este angulo es llamado angulo critico y puede ser calculado usando

la ley de Snell.

La ley de Snell establece que la razon entre dos indices de refraccion es igual a la razon
inversa del angulo de incidencia y refraccion, para el caso donde no hay refraccion, este

angulo se llama angulo critico, como se muestra en la Fig. 3.5.
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Aire Rayo
refractado

Reflexion intemna
total

Angulo critico

Fig. 3.5. Ejemplo de angulo critico para el caso de agua y aire. Cuando el angulo de incidencia es inferior al
critico hay en su mayoria refraccion. Cuando se llega al angulo critico deja de haber reflexidn, pero la onda
se mueve ahora por la interfaz. Finalmente, cuando el angulo es superior al critico la reflexion total interna

tiene lugar™.

3.3.2. Onda evanescente

La TIR no explica la interaccion del haz de infrarrojo con la muestra, dado que en este caso
el haz no dejaria el cristal de ATR. En lugar de eso, la interaccion del haz de IR y la muestra

acurre a través del campo evanescente, también llamado “onda evanescente”.

Tras la reflexion de la luz incidente en la interfaz donde el cristal toca la muestra una pequefia
fraccion de la luz se extiende dentro de la muestra como una onda evanescente. Cuando una
onda no puede propagarse de manera regular dentro de una muestra, se concentra en
proximidad al punto de reflexion total y decae exponencialmente. La onda evanescente
sobresale dentro de la muestra, como se muestra en la Fig. 3.6, donde d, representa la
profundidad de penetracion.

Onda evanescente

Muestra

Cristal de ATR

Haz de
reflejado

Haz de IR
entrante

Fig. 3.6. Onda evanescente resultado de la reflexion total interna’.
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3.3.3. Profundidad de penetracion

La profundidad de penetracion d, es una medida de que tan lejos la onda evanescente se
extiende dentro de la muestra. Su valor exacto es determinado por la longitud de onda de la
radiacion, el angulo de incidencia y los indices de refraccion para el cristal de ATR y la
muestra. La d,, esta definida como la distancia al punto en que la amplitud de la onda
evanescente ha decrecido como 1/e de su valor maximo. Se calcula con la siguiente

expresion:

d, = A —
271111\/sin2 0 — (n—;)

Donde A4 es la longitud de onda, 6 el angulo de incidencia, n, el indice de refraccion del

cristal de ATR y n, el indice de refraccion de la muestra. Dado que la mayoria de las muestras
organicas tienen un indice de refraccion de 1.5 aproximadamente, considerando una longitud
de onda de 10 um, la d, sera de aproximadamente 2 um. Este valor es ampliamente usado

para los célculos.

Existen dos tipos distintos de cristales o celdas de ATR; los de reflexion, que es como el
usado para el desarrollo de este trabajo, y los de reflexién multiple, donde el haz penetra

maultiples veces en la muestra.

a) b)
— Dispositivo
de presion Muestra Onda evanescente
Muestra LT CLLLLLLLLLl T T LLLL Lt T LL Lt et
HazdelR: . Cristal de ATR
7' 4 Polarizador

4 ( 4 Detector

Hazde IR — " Cristal de Fuente de IR

ATR

Fig. 3.7. Esquema de arreglos de cristales de ATR. a) De paso simple y b) de paso maltiple. El que se usa en

el desarrollo de este trabajo es como el del caso a) 757",

Como se observa en la Fig. 3.8, la definicion de las bandas y los espectros se define mejor
conforme se van aumentando el nimero de reflexiones, ya que la absorcién va siendo mayor
para cada banda presente en la muestra, sin embargo, los cristales de mas de una reflexion

son mas caros por su longitud y es necesario un mayor volumen de muestra.
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Fig. 3.8. Espectro de extincion del vino tomadas con diferente niimero de reflexiones’.

3.4. Espectroscopia por Transformada de Fourier

En un espectrometro de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), no existe un
monocromador para dispersar o separar la radiacion como funcion de su longitud de onda.
En lugar de eso, un espectro completo es generado todo de una vez y la intensidad de todas
las longitudes de onda son analizadas de manera simultanea. Ya que todas las frecuencias de
la radiacion llegan al detector al mismo tiempo, existe una gran relacion sefial-ruido. Esto es
conocido como “multiplex” o la ventaja de Fellgett y es una de las principales ventajas que
un espectrémetro por FTIR tiene sobre los instrumentos de dispersion, esta es particularmente
notable para condiciones de bajas energias o donde la escala de expansion se requiere para
mostrar bandas muy débiles. Otra de las ventajas es que estos espectros pueden ser adquiridos

en menos tiempo.

La parte mas importante de un espectrometro por FTIR es un interferometro tipo Michelson.
La radiacién de la fuente sale paralela y golpea un divisor de haz, tipicamente a 45°, como
se muestra en la Fig. 3.9. Los haces transmitido y reflejado dejan el divisor en angulos rectos,
ambos llegan a los espejos, que regresan los haces al divisor. Los dos haces se recombinan
en el divisor y la interferencia tiene lugar. La radiacién que abandona el divisor puede
regresar a la fuente o puede viajar en angulos rectos, pasando a través de la muestra y después

viajando al detector.
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Fig. 3.9. Interferometro de Michelson de un espectrometro FTIR. Arriba se tiene la radiacion proveniente de
la fuente, que es transmitida y también reflejada por un divisor de haz a dos espejos. Ambos espejos reflejan

la radiacion de regreso al divisor de haz, donde ocurre la interferencia.

Uno de los dos espejos es movil, asi que la distancia desde el divisor de haz puede ser variado,
la diferencia de camino optico entre los dos haces en el interferometro es llamado “retardo”
y es dos veces el desplazamiento del espejo movil desde el punto en el que equidistan. Si una
fuente monocromatica, como un laser, es usada, la energia de radiacion que llegue al detector
variara como una funcidon del coseno del retardo y la respuesta del detector sera un maximo

cada vez que el retardo sea un numero entero de la longitud de onda de la radiacion.

Si ahora usamos una fuente policromatica, su espectro puede ser pensado como una serie de
emisiones tipo laser muy juntas, cada una con su propia longitud de onda e intensidad. Cada
una de estas genera un interferograma tipo coseno, asi el interferograma de una fuente
policromatica de radiacion es la suma de todas las funciones coseno de cada uno de los
elementos tipo laser, dependiendo de la resolucion del equipo. Dado que un interferobmetro
no produce un espectro sino un interferograma, debe usarse una computadora para llevar a
cabo la transformada de Fourier, que genera el espectro del interferograma. La transformada
de Fourier basicamente parte del interferograma brindado por ondas sinusoidales para cada
longitud de onda de la radiacion y lo transforma en un espectro utilizando la propiedad de
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que a una funcion continua y periddica la transforman en cero, excepto en dos puntos (con

valor igual a la frecuencia), donde vale , como se muestra en la siguiente figura.

cos(wgt)

Fleos(wot)]

Wo

7‘;’"-

Fig. 3.10. Transformada de Fourier para las funciones seno y coseno®,

En el procesamiento del interferograma las ondas sinusoidales son acomodadas sobre la

longitud de onda para producir un espectro convencional’®. En la Fig. 3.11 se muestra un

esquema del funcionamiento de este sistema.

Detector de
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O
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Mirror tilt
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Intensidad
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Transmision
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2500 1500
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Fig. 3.11. Diagrama del funcionamiento de un espectro por FTIR®.,

Un solo escaneo del espejo madvil produce un espectro completo, sin embargo, un espectro

producido de un solo escaneo tiene un nivel relativamente alto de ruido. Usualmente, un

cierto nimero de escaneos es tomado y la sefial es promediada por el equipo.

37



Un espectro es tomado sin la muestra y otro con la muestra es guardado en la memoria, la
computadora obtiene una razén entre estos dos para brindar un espectro del porcentaje de

transmision.

Mediante el uso de la computadora o el software se puede modificar ain més el espectro, por

ejemplo, se puede quitar el background, o se puede generar una escala lineal de absorbancia.

3.5. Técnicas de macro-infrarrojo y micro-infrarrojo

A la técnica comun de colocar una muestra sobre un cristal de un espectrometro es a lo que
se le conoce como macro -infrarrojo. Recibe esta denominacion ya que el tamafio del cristal
es de unos 2 mm de lado, por lo que el area donde se toma el espectro es grande y se tiene
poca exactitud. En la siguiente figura se muestra una fotografia del espectrémetro Vertex 70
de la marca Bruker, usado para el desarrollo de este trabajo, y en la siguiente figura un

diagrama del funcionamiento de este.
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Fig. 3.12. Del lado izquierdo se observa un espectrometro FT-IR Vertex 70, marca Bruker. Del lado derecho

Electronics _ Interferometer
BMS

se muestra el diagrama del funcionamiento de dicho espectrometro. Seguido de la fuente de radiacion se
encuentra el interferémetro, después de ello pasa por la muestra para llegar finalmente al detector.

Para aumentar la precision de donde se estd tomando el espectro, se hace uso de un
microscopio que se puede conectar al espectrometro. Con ayuda de este equipo se pueden
obtener espectros de areas de unos 15 um?. En la Fig. 3.13 se muestra una fotografia del
microscopio que se usO durante el desarrollo de este trabajo y un diagrama de su
funcionamiento. La aplicacion del microscopio permite obtener espectros a escala

micromeétrica, en regiones de muestreo muy especificas o de interés particular.
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Fig. 3.13. Del lado izquierdo se muestra una fotografia del microscopio Hyperion 2000, se observa en la foto
que esta conectado en la salida 1 del espectrémetro Vertex 70, asi mismo se observa su joystick para mover
la plataforma y enfocar las muestras. Del lado derecho se muestra un diagrama del camino que sigue la
radiacion proveniente de la fuente del espectrometro.

Para poder hacer uso de este equipo es necesario conectarlo a un puerto de salida del
espectrometro, y con ayuda del software OPUS (propio de la marca Bruker) se realizan
cambios de compuertas para llevar la radiacion en IR a través del microscopio. Una de las
ventajas adicionales del uso del microscopio es que permite obtener fotografias de las
muestras, mostrando caracteristicas como su morfologia aproximada o la calidad del

autoensamblado para el caso del biosensor desarrollado.

3.6. Vibraciones moleculares

Las moléculas estan hechas de atomos conectados mediante enlaces moleculares. La longitud
de dichos enlaces (la distancia entre los &tomos) no esta fija. Asi, como un todo, la molécula
vibra. Las vibraciones moleculares pueden ser considerados como el movimiento de

particulas conectadas por resortes imaginarios.

Dado que la vibracién de una molécula no cambia la energia de sus electrones ignoraremos
la configuracion electronica y consideraremos a la molécula como un nimero de puntos de
masa (los nucleos), las principales posiciones relativas de ellos estaran fijadas por algun

campo de fuerza intramolecular. El nimero de “grados de libertad” que posee una molécula
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es el nimero de coordenadas requeridas para especificar completamente la posicion de los
nacleos. Dado que cada nucleo necesita tres coordenadas para definir su posicién en el
espacio, una molécula compuesta por N nucleos tiene un total de 3N grados de libertad. De
ellos, tres nos serviran para especificar la traslacion del centro de masas y, en general, otras
tres seran requeridas para describir la rotacion de la molécula como un todo alrededor del
centro de masas. Las restantes 3N-6 deben ser asociadas con los movimientos relativos entre

los nlcleos, o, en otras palabras, a las vibraciones de la molécula.

El desplazamiento de estos atomos sera entonces Ar; = 1; — 1, donde 7; = x; + y; + z; €S
la posicion instantanea del atomo y 77 es la posicion de equilibrio del i-ésimo &tomo. Por lo

tanto, la energia cinética T de una molécula puede ser expresada como:

dax;\’ s dAy;\ s daz;\
dt dt dt
Si ahora definimos un conjunto de coordenadas nuevas de la siguiente manera:

a1 = \/EAXp a = \/EAXZ: 4z = \/EAX& s = \/EAXZ

Entonces podemos escribir la energia cinética de la siguiente forma:

IR
T = _z Y
2 i=1ql

La energia potencial V puede ser expresada en términos de g; tal que

T = —Zmi

v =v(0)+ (av) Wiy (Y +
— Y a4, OCIL' 22 9494 OCIiCIj

Donde V(0) es la energia potencial en el punto de equilibrio, que bien se puede elegir VV(0)=0.

av A : .
(a_q-) es el valor en el punto de equilibrio que igualmente puede escogerse 0. Asi,
o

aproximando a segundo orden se tiene que

1
V= EZfijQiCIj
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2
Donde fl-j=< oy

5a. aq) puede ser considerado como una fuerza constante entre las
14 ] 0

coordenadas q; Y q;. Ahora considérese el lagrangiana L=T-V, entonces:

d (6L) oL 0 i=1 . 3N
dt \dq; aq; PSS
Tenemos que

3N

G+ ) fijqi=0
j=1

Supongamos que se tiene la solucion g; = q) cos(wt + ¢), sustituyendo en las ecuaciones

anteriores:

3N
Z (fij — 6j0*g? =0, i=1,..,3N
j=1

Donde §;; es la delta de Kronecker. Para que este conjunto de ecuaciones tenga una solucion
no cero, el determinante |f;; — &;;w?|=0. EI nimero de soluciones es 3N. Para una molécula
no lineal, existen seis soluciones con w? = 0, correspondiente a las tres traslaciones y tres
rotaciones de la molécula como un todo. Para una molécula lineal hay dos rotaciones, y asi,

cinco soluciones con wi = 0.

La normalizacién que se utiliza cominmente es

S(a%) =1

El qgk normalizado se expresa como L;,. Cuando se esta en un modo, la diferencia de fase
entre dos atomos vibrando puede ser solo 0 (en fase) o  (fuera de fase), dependiendo de si

sus L;; tienen signos iguales u opuestos. Estos modos son conocidos como modos normales.

Notese que, en un modo normal, la diferencia de fases entre los desplazamientos atbmicos
son 0 o m, consecuencia de la aproximacion armoénica. Bajo la aproximacion armonica, se
tiene la rutina para encontrar los eigenvalores y eigenvectores. Los eigenvalores
corresponden a las frecuencias y los eigenvectores a los desplazamientos atomicos. Los

eigenvectores son reales y las diferencias de fase entre los desplazamientos atomicos pueden
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ser solo entre 0 y  dependiendo de si tienen signos iguales u opuestos. Cuando se considera
una aproximacion no armonica, no sera posible obtener los eigenvalores y eigenvectores y
las diferencias de fase no seran solo 0 o m. Entonces, no existen los modos normales ni las
simetrias. En general, podemos decir que, en estados bajos, la diferencia de fase puede ser
arbitraria y las caracteristicas locales se deberén a un acoplamiento débil. En los estados mas
altos la fase estara fija alrededor de 0 o «. Para un modo normal de vibracion con wy, existe
una coordenada normal Q,, relacionada a g; de cualquiera de las dos siguientes maneras

equivalentes:

q; = Z LixQx
X

Qk = Z Lirq;
7

Asi se tiene que
Or + w2Q, =0, k=12,.,3N-6

Bajo la aproximacion armoénica, no existen acoplamientos entre los modos normales. Un
modo normal es simplemente un oscilador arménico simple, y asi, la energia vibracional de

una molécula sera:

1
E=Zha)k(nk+§>
k

Donde n,, son los nimeros cuanticos.®
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CAPITULO 4.
METODOLOGIAY MATERIALES
En el presente capitulo se explicara cual fue la metodologia de cada una de las partes
experimentales de este trabajo. Se comenzara con la caracterizacion de tres cromoforos
retinales, posteriormente se explicara el protocolo y las técnicas de caracterizacion
empleadas, para el autoensamblado del biosensor para la determinacion de op5 en modelo

murino, tema central de la presente tesis.

4.1. Determinacion del estado conformacional del estado de tres croméforos

Como ya se explicd en capitulos anteriores, los cromdéforos son una estructura interproteica
que cambia de conformacion o configuracién cuando es irradiado con una longitud de onda
especifica, provocando un cambio de la funcién en la proteina a la que pertenece. A este
cambio de conformacion se le conoce como isomerismo o desnaturalizacion proteica, el cual
puede ser reversible o irreversible, dependiendo de la longitud de onda usada para la
radiacion, la potencia aplicada o bien del tiempo que dure esta radiacién. Se llevo a cabo una
caracterizacion de estas estructuras debido a que la forma estructural afecta la funcién de la
proteina, asi como su asimilacion por las células, pudiendo desembocar hasta en una

enfermedad degenerativa.

Se hizo uso de los siguientes estandares de cromoforos: 9 cis-retinal (9cr), 13 cis-retinal
(13cr) y all trans-retinal (altr), todos adquiridos a Sigma Aldrich. Para su caracterizacién, 0.6

mg de cada cromoforo fueron disueltos en 100 pl de triton X-100.

Para radiar los cromdforos se utilizaron dos fuentes, la primera fue un laser de He-Ne con
longitud de onda de 633 nmy potencia de 15.2 mW y la segunda un diodo-laser con longitud

de onda de 532 nmy 26.4 mW de potencia.

En el cristal del espectrémetro fueron colocados directamente 5 pl de tritdn para medirlo
como linea base, después de ello se limpi6 el cristal y se coloc6 5 pl de muestra.
Posteriormente, mediante el uso del software OPUS, se programaron cinéticas para el
espectroscopio para tomar mediciones cada 5 o 10 segundos. Para todas las cinéticas se
permitié que las tres primeras mediciones fueran sin radiacién, midiendo Unicamente la
muestra, a partir de la cuarta medicion, la muestra fue irradiada; después de terminado el
tiempo de radiacion, el camino del laser era bloqueado, o bien, el laser apagado y se permitia
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que continuara el corrimiento de la cinética mientras los cromoforos regresaban a su

configuracién original y se tomaba lectura de ello.

Posterior a la caracterizacion de los cromoforos, cuya finalidad fue conocer de qué manera
se pueden observar los cambios conformacionales en las proteinas, se dio paso a la parte
medular de esta tesis, que es el desarrollo de biosensores en matrices planares usando

anticuerpos como ERB para la deteccion de opsina 5 en tejidos de modelo murino.

4.2. Preparacion de los soportes

Los soportes fueron obtenidos de obleas de Silicio cristalino marca PureWafer con una sola
cara pulida y dos pulgadas de diametro. La orientacion cristalina de las obleas era (1,0,0),
dopadas con Boro, tipo P, su grosor era de 254 — 304 um vy resistividad de 5 — 10 Qcm. En
la Fig. 4.1 se muestra una imagen de las obleas usadas.

Purewafer PO#: 6095-17v115
s R TP — PCLot#:  2p05.1 0SSP-INV
iameter: 2" TypelOrient: P/Boron<100>

Resistivity: 5. 10 Ohm-cm Thickness: 254 - 304 pm

Part #: Spec: Prime | 2 Semi-Standard
aty: 25 Date: 6/30/17

Fig. 4.1. Obleas de silicio cristalino usadas para los soportes hechos para el autoensamblado de los

biosensores.

Con ayuda de un cortador para fibra de vidrio y pinzas de diseccion las obleas fueron
cortadas, en los primeros intentos en soportes de 4 — 5 mm de lado, una vez perfeccionada la
técnica, se lograron cortar soportes de 2 — 3 mm de lado. Esto resulta beneficioso dado que
incrementa el rendimiento de la oblea, asi como la del tejido cuando se lleva a cabo la
interaccion con el biosensor e incrementa la exactitud de la region de interaccion,

principalmente en el caso del hipotalamo.
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Desde este punto en adelante se procur6 siempre tomar los soportes por los costados con las
pinzas, y que la cara pulida nunca tocara ninguna superficie hasta que se tomasen los

espectros, ya que sobre esta superficie es donde se hizo crecer el biosensor.

4.3. Hidroxilacion de los soportes
La finalidad de hidroxilar la superficie es eliminar algunas impurezas que pudiesen haber
quedado en la superficie, con la ventaja que se agregan algunos grupos -OH, a los cuales

también son afines los grupos silano que se usaran en la funcionalizacion de la superficie.

Una vez cortados los soportes, fueron lavados bajo el chorro directo de agua desionizada y
secados bajo el flujo de nitrogeno (N), posteriormente fueron sumergidos con la cara pulida
hacia arriba en una caja coplin con una solucién de hidréxido de potasio (KOH), agua
desionizada y metanol a 1 molar, esto es 15 ml de agua desionizada, 15 ml de metanol y 844
mg de KOH en lentejas. Se permitio que los soportes se hidroxilaran por el lapso de una hora,
pasado este tiempo, fueron extraidos y lavados tres veces con chorritos de 2 ml de metanol y

secados bajo el flujo de N.

4.4. Proceso de silanizacion por fase quimica

El quimico usado para esta funcionalizacion fue el 3 —aminopropiltrietoxisilano (3AMPTS),
con peso molecular de 221.37 g/mol y cuya férmula lineal es HoN(CH>)3Si(OC2Hs)s. La

estructura de este quimico es la siguiente:

0~ “CHj

[
HsC” ~O-Si—_~
' NH,
HsC._O
Fig. 4.2. Estructura del 3AMPTS®,

El objetivo de esta fase es enlazar los grupos CHz a los grupos Si-Si y Si-O de los soportes,

dejando expuestos los grupos amino (NH:) para la inmovilizacion del anticuerpo.

A lo largo de este trabajo se le Ilamaré fase quimica a la funcionalizacion por metodologia
de inmersion, que se detalla a continuacion, todo el proceso fue llevado a cabo dentro de una

campana de extraccion.
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En un vaso de precipitados de 50 ml cubierto de aluminio se calentaron 29.4 ml de tolueno
con la finalidad de evaporar el agua que pudiese tener el tolueno. Al alcanzar los 90 °C se
agregaron 600 pl de 3BAMPTS, se retird el vaso de la parrilla 'y se esperd que descendiera la
temperatura a 30 °C, momento en que la solucion fue vertida dentro de una caja coplin, los
soportes previamente hidroxilados fueron introducidos con la cara pulida hacia arriba
procurando evitar que se sobrepusieran, la caja fue tapada y se permitio que el proceso se
llevara a cabo durante dos horas, de acuerdo al protocolo de Caso-Vargas (2016)%.

Cuando se cumplieron las dos horas, los soportes fueron extraidos, enjuagados tres veces con

chorritos de 2 ml de tolueno y secados bajo el flujo de N.
Posterior a la funcionalizacién se paso a la fase de inmovilizacion del anticuerpo OPNDS.

4.5. Proceso de silanizacion por fase gaseosa

Para este proceso se utilizé una mufla, una botella de 150 ml con tapon de rosca y una cama

de aluminio que evitaba que los soportes entraran en contacto directo con el 3AMPTS.

El primer paso consistio en precalentar la mufla a 140 °C e introducir la botella con la cama
de aluminio para que se atemperara durante 30 minutos. Posterior a esto, se saco la botella

de la mufla para colocar sobre la cama 6 o 7 soportes con la cara pulida hacia arriba.

Una vez introducidos los soportes se agregaron 100 ul de 3BAMPTS en el cuello de la botella,
se cerrd con su tapa de rosca y se introdujo nuevamente a la mufla. Pasadas las 20 horas se
sacO la botella de la mufla, las matrices fueron extraidas con pinzas y se procedi6 a la

inmovilizacion del anticuerpo.

4.6. Inmovilizacion del anticuerpo en la superficie del soporte

Para esta fase del autoensamblado se utilizaron agitadores orbitales a 100 rpm y cajas Petri
de 4 pulgadas. La metodologia para la inmovilizacion fue la misma independientemente de
la metodologia usada para la silanizacion de los soportes. El anticuerpo policlonal OPN5 fue
adquirido en LabSpan Biosciences (Estados Unidos de América) con nimero de catalogo
LS-C120811-50y con apoyo del bioterio Claude Bernal de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la BUAP, se otorgaron disueltos en relacién 1:100 en PBS-triton.
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En una caja Petri inclinada alrededor de 5 mm, fueron colocados 5 pl de la solucion del
anticuerpo, se adicionaron 95 ul de PBS (pH 7.4), se revolvio 10 veces con ayuda de una
micropipeta calibrada a 100 pl y la solucion fue reservada en la micropipeta.

Un soporte fue colocado en la parte baja de la caja Petri con la cara pulida hacia arriba y la
solucidn fue vertida sobre él, procurando que abarcara toda su superficie. Posteriormente se
encendio el agitador orbital a 100 rpm. Después de una hora los soportes fueron extraidos y
enjuagados tres veces con chorritos de 100 ul de PBS. En este punto los biosensores
seleccionados para interaccion no fueron secados y pasaron directamente a la interaccion con
los tejidos en busqueda de la opsina 5. Algunos otros fueron secados bajo el flujo de N para
ser medidos como control en el espectroscopio mediante MIR-ATR.

4.7. Interaccion de los biosensores con tejidos de modelo murino

Los tejidos de rata Wistar fueron brindados en cortes criogénicos de 30 — 70 um de grosor.
Posteriormente dos soportes por tejido por fase de inmovilizacién fueron interactuados
colocandolos en contacto directo la cara donde se autoensamblé el biosensor (cara pulida)
con el tejido de gbnadas de rata macho, génadas de rata hembra, cerebro de macho y cerebro
de hembra. Se colocaron 5 pl de PBS sobre el soporte y se dejo que se llevara a cabo la
interaccion durante media hora, después de este tiempo, los soportes fueron retirados y se
enjuago la cara pulida tres veces con chorritos de 100 pl de PBS y secados bajo el flujo de

nitrégeno para su posterior toma de espectro mediante MIR-ATR.

4.8. Preparacion de los tejidos

Los tejidos completos fueron otorgados por el bioterio Claude Bernard a través del
laboratorio de endocrinologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP. Estos fueron
Ilevados para su corte por criogenia al Centro de Investigacion y Reproduccion Animal de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala — CINVESTAYV. El material bioldgico fue lavado con
PBS con un pH de 7.5 y posteriormente fueron fijados con formaldehido al 10%. La
crioproteccion se realizd mediante la inmersion en una solucién de sacarosa al 30% durante
72 horas. Los cortes fueron hechos con un criostato marca Leica a -20 °C, su grosor fue desde
30 — 70 um. Para su manipulacién los cortes fueron colocados directamente en cubreobjetos
de pléstico. Gracias a la colocacion de los tejidos sobre los cubreobjetos se volvié sumamente

sencilla la fase de interaccion, ya que se simplifico la identificacion de las regiones donde se
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interactud el biosensor, principalmente en el hipotalamo, y la colocacién del biosensor en
contacto con el tejido. Asi mismo el trasporte de los tejidos se volvio sencillo, ya que no

existian liquidos que se pudiesen derramar.

4.9. Metodologia de medicion del IR en modo macro

Se usé el equipo Vertex 70 de la Fig. 3.12, se tomd como linea base siempre el proceso
anterior, excepto para los soportes limpios, en cuyo caso la linea base fue el cristal de
seleniuro de zinc. Al retirar el soporte del cristal del espectroscopio (desde la fase de
funcionalizacién), el cristal se limpi6é con alcohol etilico para eliminar residuos y se seco
perfectamente antes de colocar la siguiente muestra, esto para evitar que algin residuo
pudiese dar sefiales de fases anteriores y de esta manera se opacasen las nuevas sefiales. La
linea base se midid 60 veces mientras que la muestra se midio 120 veces. Se procurd medir
varias regiones del soporte, ya que el cristal del equipo tiene 2 mm de lado y los soportes de
3-5mm de lado.

4.10. Metodologia de medicion en el modo micro

Para esta fase se utilizé el equipo Hyperion 2000 de la marca Bruker como el mostrado en la
Fig. 3.13, acoplado al espectrometro Vertex 70, donde se encontraba la fuente de IR que se
utiliz6 para la toma de espectros. Para hacer uso de este equipo es necesario enfriar el detector
con nitrégeno liquido. Se utilizo el equipo con un objetivo de 20X, en modo de transmitancia.
La linea base para todos los casos fue un espejo de oro, perteneciente a la platina propia del
Hyperion 2000. Se tomaron dos mediciones en regiones distintas de cada soporte medido, en
configuraciones de matrices de 4x4 cada una, con 32 mediciones por cada punto de la matriz.
Para cada medicion se procurd realizar los espectros en las regiones donde se tuviera mejor
uniformidad y pocos espacios vacios, como la region mostrada en la Fig. 4.3, evitando
regiones como la mostrada en la Fig. 4.4. Esto hace un total de 32 mediciones por soporte

muestreado.
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Fig. 4.3. Microfotografia de un biosensor interactuado con cerebro de macho. Todos los puntos que se ven en
la imagen corresponden a biosensores, o bien, a regiones donde se ha (cuando menos) silanizado la

superficie, mientras que en los espacios “blancos” se observa el silicio directamente.

Fig. 4.4. Microfotografia de un soporte funcionalizado el cual se mantuvo durante 6 meses en PBS. Como
vemos, bastante material se ha removido a causa del tiempo, y aunque es un ejemplo un tanto extremo, se
procuro evitar este tipo de regiones dado que nos brindan poca informacion debido a su baja uniformidad y

cantidad de material deposito en la matriz soporte.

Las metodologias para el autoensamblado del biosensor que se han utilizado adicionan los
mismos enlaces a la superficie del soporte, aunque los resultados finales pueden variar. En el
siguiente capitulo se muestran los resultados obtenidos para cada una de estas metodologias

de autoensamblado, asi como los correspondientes a la caracterizacion de cromoforos.
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CAPITULO 5.
ARREGLOS EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
En el presente capitulo se explicardn y mostraran los arreglos realizados para llevar a cabo
cada una de las fases del proceso experimental desarrollados en este trabajo de tesis.

5.1. Caracterizacion de los laseres usados

Al inicio, para conocer la potencia real de cada laser se us6 un medidor de potencia dptica.
Para ello se montd un arreglo parecido al que se tendria en la caracterizacion de los
cromoforos, pero con la finalidad de caracterizar los laseres. Los diagramas de los arreglos

para estas mediciones se muestran en la Fig. 5.1.

Laser He-Ne [
a) Espejo b)
Diodo Laser
o XX 2 ]
Detector i i
o o 6Midldnr de potencia o o o © o
ptica
Detector Medidor de potencia

Fuente de optica
Controlader voltaje

Fig. 5.1. Diagrama del arreglo para medir la potencia 6ptica de cada uno de los l&seres. a) Para el laser de
He—Ne y b) para el diodo laser.

El laser de He-Ne se ha colocado de manera horizontal y alineado para radiar el punto de
interés, ya sea la muestra o el detector del medidor de potencia Optica. La radiacion fue
acoplada al detector de potencia marca Thorlabs modelo PM100D. La potencia del laser de
He-Ne, con 633 nm de longitud de onda fue de 15.2 mW mientras que la del diodo laser con
longitud de onda de 532 nm fue de 24.6 mW. En la Fig. 5.2 se muestra una foto de los arreglos
usados para la medicién de la potencia de los laseres y posteriormente de los cromoforos. Se
decidi6 armar este arreglo sobre el espectrometro debido a que esta es también la
configuracién usada para radiar los croméforos en las cinéticas espectroscépicas. Este arreglo
en la practica no tiene inconveniente, ya que los detectores y el interferémetro del equipo
funcionan con radiacion en infrarrojo, mientras que los cromdforos sufren cambios de

configuracion con longitudes de onda en la region visible.
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Fig. 5.2. Fotografia de los arreglos experimentales para la caracterizacion de la potencia de salida de los

laseres, mismo arreglo utilizado para irradiar los croméforos.

5.2. Solvente y concentracion para la caracterizacion de los croméforos

Una vez conocida la potencia de los laseres utilizados, se buscé determinar cuél seria el mejor
solvente para los cromoforos. Para ello se intentaron disolver 2 mg de all trans-retinal (altr)
en 100 pl de cada uno de ellos. A continuacién, se mencionan los solventes con los que se

intentd realizar la solucién y el motivo por el que fueran descartados o seleccionados.

Agua: Los cromdforos resultaron no ser solubles en agua.

Buffer de fosfatos (PBS): La composicion principal del PBS es agua, por lo que resulto en

problemas similares al caso anterior.

Etanol: Los cromdforos resultaron ser altamente solubles en etanol, sin embargo, ya que este
se evapora de manera rapida a temperatura ambiente, la sefial del IR-ATR se vuelve baja en

comparacion con el ruido.

Cloroformo: Los croméforos no se disolvian apropiadamente, dado que se formaban grumos,

por lo que su uniformidad era pésima.

Triton X-100 (tritén): Los cromdforos son solubles, no se evapora a temperatura ambiente,

por lo que genera poco ruido en la sefial del espectroscopio. Ademas, el tritdn es adicionado
al PBS donde se encuentran inmersos los anticuerpos, para mantener la estabilidad de estos;
por lo que resulta util conocer sus caracteristicas. Por las razones anteriormente expuestas es

que se escogio al triton como solvente para esta parte del desarrollo experimental, con el
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inconveniente que debido a su viscosidad es tardado el proceso de disolucién, dependiendo

del croméforo a disolver.

En la Fig. 5.3 se presentan los espectros tomados usando el equipo Vertex 70 de los solventes
en lo que se intentd disolver los cromoforos, en todos ellos se ha medido 60 veces el cristal
del espectrometro (diamante seleniuro de zinc, que Ilamaremos simplemente linea base

cristal) y 120 veces la muestra.
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Fig. 5.3. Espectros en infrarrojo de los solventes en que se intentd disolver la all trans-retinal. Se presentan
las regiones de 700 — 1000 cm™ donde aparecen los picos correspondientes a las configuraciones, 720 cm™
para cis y 960 cm™ para trans, ambos marcados con las lineas verticales verdes y 1500-1700 cm, donde se
presentan las bandas de las aminas. Del lado izquierdo tenemos los espectros en infrarrojo correspondientes

a triton, agua, PBS y etanol, del lado derecho se tiene el espectro del cloroformo.

En estos Gltimos espectros debemos de prestar atencién primeramente a las regiones de las
aminas, ya que mediante estas podemos darnos cuenta si la solucion tiene realmente
cromoforos con lo que podamos experimentar. Como vemos, Unicamente el agua y el PBS
podrian introducir ruido para la amina primaria (NH en la regién 1600 — 1700 cm™), pero no
con la amina secundaria (NHz en la region 1500 — 1600 cm™). El etanol tiene una pequefia
banda alrededor de 960 cm™, lo cual puede ser complicado para medir los cambios de
conformacién, sin embargo, recordemos que fue descartado debido a su rapida evaporacion,
caso similar para el caso del cloroformo. Por ultimo, tenemos al tritdn, que, aunque tiene
pequefios picos espectrales cercanos a las configuraciones del anticuerpo, no existe un

traslape que opaque las sefiales de los croméforos, asi mismo tiene algunas bandas en la
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region de las aminas, pero no representan gran problema ya que las aminas abarcan toda la

region.

Determinado el solvente adecuado, se procedio a buscar la concentracion optima donde se
pudieran apreciar mejor los cambios en las conformaciones de los cromo6foros mediante los
espectros en infrarrojo ( ver Fig. 5.4). Para ello se disolvieron las cantidades de 2, 1y 0.6 mg
de altr en 100 pl de triton y se tomaron espectros en el mediano infrarrojo. Se busco la
concentracion mas baja posible con el objetivo de maximizar el material para que los tiempos
de desnaturalizacion de los cromdéforos fueran pequerios, es decir, que la radiacion por unidad
de masa fuera la maxima. En la siguiente figura se muestran espectros de las distintas
concentraciones usadas. Algunos de estos espectros se han multiplicado por una constante
para poder observar de manera mas facil sus diferencias. Vemos que en la concentracion de
0.6 mg, atin es posible observar el pico en 968 cm™, que corresponde a la configuracion trans,
caracteristica del altr, ademas, se ven las bandas en la regién de las aminas, por lo que se

escogio como la concentracion adecuada.
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Fig. 5.4. Espectros de las distintas concentraciones de croméforos usadas.

Mediante el analisis de los espectros se lleg6 a la conclusion de que la concentracién de 0.6
mg en 100 pl era la optima, debido a que en los espectros aun era posible observar la
presencia del croméforo en las regiones de 1500 — 1600 cm™ (amina secundaria), 1600 —
1700 cm™ (amina primaria) y los picos correspondientes a sus conformaciones, ubicado
alrededor de 960 cm™ (configuracion trans, principalmente para altr), si se hubiese usado 9cr

0 13cr se esperaria encontrar un pico alrededor de los 720 cm™. Una vez conocidos los
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parametros de potencia de los laseres, la concentracion y el solvente optimo, se procedio a la

caracterizacion de los cromoforos mediante espectroscopia de infrarrojo.

5.3. Determinacion de los parametros opticos que afectan la conformacion de los
cromaforos

Para las tomas de las cinéticas espectroscopicas, era necesario poder accionar de manera
rapida los l&seres, y asi mismo, poder interrumpir de manera tajante la radiacion. Debido a
que el laser de He-Ne debia permanecer algin tiempo prendido para asegurar su estabilidad,
se uso un capuchén de carton que era o bien retirado o colocado a la salida del laser para
comenzar o interrumpir la radiacion. Para el diodo laser, que se mostraba estable mas rapido
a partir del encendido, se decidio que solo se apagariay prenderia la fuente, para asi comenzar
la radiacion o interrumpirla. Las cinéticas para cada uno de los estandares de cromoforo y

para cada laser fueron las que se muestra a continuacion en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Parametros experimentales para las cinéticas de conversién molecular de los

cromoforos.

Numero de mediciones Duracién entre cada Tiempo de irradiacién

Mediciones irradiadas

por cinética medicién [s] [s]
15

84 5 6 30

12 60

18 90
- o 12 120
18 180

Se confirmad la presencia de los cromd6foros mediante las bandas espectrales correspondientes
a las aminas. Conocida la presencia de los cromdéforos, se tomaron los valores de los picos
situados en 720 y 960 cm™, correspondientes a la configuracion cis y trans, respectivamente,
y se graficaron contra el tiempo, los resultados mas relevantes de esto Gltimo se muestran en
la seccion de resultados. En estas graficas se calculd las pendientes correspondientes al

periodo radiacion y post-radiacion con la finalidad de observar si existian cambios.

54



5.4. Autoensamblado del biosensor
Para el corte de los soportes se decidid hacer uso del cortador de fibra dptica debido a que,
por su dureza, realiza cortes largos y rectos en las obleas al accionar presion sobre ellas. En

la Fig. 5.5 se muestran algunos de los primeros soportes que fueron cortados con esta técnica.

Fig. 5.5. Soportes cortados de una oblea de silicio cristalino.

Después de cortados los soportes se dio pie al proceso de hidroxilacion, cuya finalidad es
agregar grupos -OH a la superficie para que el silano se enlace de una mejor manera a la
superficie. Para determinar el tiempo adecuado para el proceso de hidroxilacion, se realizaron
varios procesos, variando Unicamente el tiempo en que los soportes permanecian sumergidos
en la solucion. En la Fig. 5.6 se muestra una fotografia de cdmo se ven los soportes mientras

estan siendo hidroxilados con esta metodologia.

Fig. 5.6. Soportes en proceso de hidroxilacion. En esta caja coplin se introdujeron de 12 hasta 16 soportes.

Aunque la fotografia da la impresién de que queda espacio disponible para méas soportes, las
turbulencias en la solucién dentro de la caja después de introducir los soportes o verter los
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solventes provocan que se puedan sobreponer, con lo que no quedaria completamente

expuesta su superficie y el proceso se veria afectado.

Para la caracterizacion del proceso de hidroxilacion se utilizd espectroscopia en infrarrojo
por ATR. En esta caracterizacion se midié 60 veces un soporte limpio y 120 veces el soporte
hidroxilado. Los espectros no presentaron diferencias significativas correspondientes a las
bandas de 1252 cm™* (Si-O,) entre ellos, por lo que se decidié que era apropiado hidroxilar
durante solo una hora con el objetivo de ahorrar tiempo, en la Fig. 5.7 se muestran los

espectros por FTIR de estos procesos.
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Fig. 5.7. Espectros de soportes hidroxilados durante tres distintos tiempos, se muestra solo la regién de

1200-1300 cm! ya que es aqui donde aparece la banda asociada al Si-O, (1252 cm™).

El tiempo que se utilizdé para la etapa de funcionalizacion (2 horas), inmovilizacion del
anticuerpo (1 hora) e interaccion con tejido (30 min) fue tomado como sugerencia de
Gonzalez et. al. (2020)%, que a pesar de que utiliza fibra 6ptica, el proceso es sumamente
similar al ser ambos didxidos de silicio. En el trabajo de Gonzélez et. al., se desarrolla un
biosensor utilizando fibra 6ptica, donde se tiene la ventaja que la fibra Optica puede ser
medida por transmision al mismo tiempo que se llevan a cabo procesos en su superficie (in
situ). En este ultimo trabajo mencionado, se llega a la conclusion de que los tiempos en los
que se dejan de observar cambios en la sefial transmitida, y por lo tanto han finalizado los
procesos, son 2 horas para la funcionalizacion, 1 hora para la inmovilizacion y 30 minutos
para la interaccion con tejido. Por ello se replicaron para el desarrollo del biosensor

presentado en esta tesis.
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En laFig. 5.8 se muestra la caja coplin después de haber extraido los soportes funcionalizados
por fase quimica, donde se percibe que parte del 3AMPTS disuelto en el tolueno se ha
adherido a los soportes. En esta caja se introdujeron hasta 12 soportes y no mas por el

argumento de evitar superposiciones, igual al caso de la hidroxilacion.

Fig. 5.8. Caja coplin donde se llevo a cabo la funcionalizacion por fase quimica.

Para la funcionalizacion por fase gaseosa se utilizo una botella para controlar el volumen de
todo el proceso. En la Fig. 5.9 se muestra una botella con la cama de aluminio que se uso6

para la silanizacién por fase gaseosa.

Fig. 5.9. Arreglo experimental usado para la funcionalizacién por fase gaseosa.

El motivo del tamarfio de la cama es el tamafio de la boca de la botella, ya que debe de entrar
perfectamente y sin presionarse para poder manipular los soportes al introducirlos, pero
principalmente al extraerlos, ya que en ocasiones se adhieren a la misma cama. No se han
colocado mas camas para evitar que el BAMPTS en forma gaseosa solo se quede depositado
en la parte baja de la cama, es decir, para que pueda tener una buena circulacion. En la Fig.

5.10 se muestra la cama de aluminio con soportes sobre ella dentro de la botella.
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Fig. 5.10. Soportes sobre la cama de aluminio dentro de una botella para el proceso de silanizacion por fase

gaseosa.

El proceso de inmovilizacion de anticuerpos se realiz6 utilizando cajas Petri sobre la

plataforma de un agitador orbital, como se muestra en la Fig. 5.11.

Fig. 5.11. Cajas Petri con soportes en el proceso de inmovilizacion del anticuerpo sobre la plataforma de un
agitador orbital.

Las cajas mostradas en la Fig. 5.11 se han colocado inclinadas para procurar que toda la
superficie del soporte quede sumergida en la solucién PBS/anticuerpo, cuyo volumen fue de

100 pl.

Para la fase de interaccion los soportes fueron colocados en contacto directo con el tejido,
como se muestra en la Fig. 5.12, donde se esta llevando a cabo una interaccion con cerebro

de modelo murino.
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Fig. 5.12. Biosensor en un soporte planar de silicio interactuando con tejido de cerebro de rata Wistar. El

biosensor se encuentra en la superficie que esta en contacto con el tejido.

5.5. Preparacion de los tejidos

En la Fig. 5.13 se muestra un cerebro de modelo murino sumergido en sacarosa para su

posterior manipulacion y corte criogénico.

Fig. 5.13. Cerebro de modelo murino sumergido en sacarosa al 30% para su proteccion.

En la Fig. 5.14 se muestra el criostato marca Leica utilizada por el Centro de Investigacion y

Reproduccidn Animal, para realizar los cortes de grosor controlado.

Fig. 5.14. Criostato utilizado para la obtencion de cortes criogénicos.
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En la figura anterior el criostato esta a -27 °C, y los cortes tienen 100 pum de grosor. Esto se
utiliza solamente para avanzar rapido y llegar pronto a la region del hipotdlamo, cuyos cortes
fueron més delgados.

Para caracterizar el proceso general de desarrollo del biosensor antes de tener acceso al
anticuerpo (AB) OPN5 se realizaron biosensores, utilizando la misma metodologia de
autoensamblado, pero utilizando como elemento de reconocimiento biologico (ERB) el
anticuerpo antikisspeptina, este AB es afin a la proteina kisspeptina, que esta relacionada con
el cancer de ovario y/o ovario poliquistico®. Los tejidos usados para esta fase de
caracterizacion estaban inmersos en paraformaldehido para su conservacion, y fueron
cortados con navaja en rebanadas de 1 mm de grosor aproximadamente. Con este método las
rebanadas son muy gruesas, ademas que los cortes pueden ser poco integros. En la Fig. 5.15
se muestra un corte de cerebro de estos tejidos usando la técnica que se acaba de describir.
En esta es posible poder observar la diferencia entre la calidad de los cortes logrados con el
criostato en la Fig. 5.12, en comparacion con los cortes realizados de manera manual con
navaja en la Fig. 5.15. Eso sin mencionar que el area de la region hipotaldmica esta bien

definida si se utiliza un atlas de histologia del cerebro de rata.

Fig. 5.15. Corte de cerebro de modelo murino realizado con navaja, el corte se muestra dentro del circulo
rojo. Este tejido se encontraba en paraformaldehido para su conservacion. Para efectos visuales se ha

incrementado la saturacién de la imagen.
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CAPITULO 6.
RESULTADOS Y DISCUSION
Se presentan a continuacion los principales resultados encontrados para el desarrollo de esta
tesis, se omiten algunos con la finalidad de que la atencion sea prestada sobre los resultados

mas relevantes obtenidos, ya que son lo que brindan mayor cantidad de informacion.

6.1. Caracterizacion de tres estandares de cromoforos retinales

Después de encontrar la concentracion optima se procedio a realizar las cinéticas para la
caracterizacion de los cromoforos y su conformacion como funcion de los parametros opticos

usados para su irradiacion.

En la Fig. 6.1 se muestra una cinética caracteristica del sistema, para esta cinética se utilizd
una concentracion de 1 mg de altr en 100 pl de triton. Esta cinética consiste en 10 mediciones
de 60 segundos cada una, la muestra fue irradiada durante 4 minutos con una longitud de
onda de 633 nm, la cual fue encendida en el minuto 1 y apagada en el minuto 5. La linea base

que se utilizé para la toma del espectro fue el solvente tritdn X-100 medida 60 veces.

1.5%107 - — 1 min .,
X ~——2 min 7/
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Fig. 6.1. Cinética caracteristica del sistema. Las bandas espectrales correspondientes a las aminas Il y | en
los intervalos 1500-1600 cm™ y 1600-1700 cm™, respectivamente, indican la presencia de croméforo en la
muestra. Asi podemos asegurar que el pico a 724 cm esta relacionado con la configuracion cis y el pico a

968 cm™* con la configuracion trans del croméforo.

En la Fig. 6.2 se presentan los cambios de intensidad de los picos a 724 y 960 cm™ como
funcién del tiempo. El tiempo de accién del cromoforo fue del orden de cientos de segundos,

lo cual puede deberse a que la potencia usada (15.23 mW) no es suficiente para obtener
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cambios completos en la estructura molecular de la muestra, mucho menos un cambio o
desnaturalizacion irreversible, aunque también se debe de tomar en consideracion la

concentracion de la solucién.
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Fig. 6.2. Intensidad de los picos a 724 y 968 cm™ para la cinética de la figura anterior. La irradiacion
comenzo en el tiempo t=1 min y termind a t=5 min, el resto de la cinética fue para la recuperacion de la

estructura molecular.

En la figura anterior podemos observar, principalmente para la banda a 968 cm™ (curva azul),
el incremento en absorbancia hasta alcanzar su maximo en el minuto 3, posterior a esto en el
minuto 7 se observa (dos minutos después de apagar la radiacion), como el croméforo intenta

regresar a su estructura original.

Para la presentacion de los resultados de la caracterizacion de los cromdéforos se muestran
principalmente las cinéticas de 84 mediciones con 5 seg de intervalo por cada medicion, con
12 mediciones de irradiacion, es decir, para las cinéticas en las que se irradia la muestra por

1 minuto, esto para ambos laseres.

Las muestras usadas tenian una concentracion de 0.6 mg en 100 pul de triton, la linea base fue
tritdn medida 60 veces. El pico asociado a la configuracion cis esta centrado en 720 cm™t y a
960 cm* para la configuracion trans. Si pudiésemos observar la estructura completa de los
cromoforos veriamos que la 9 y 13 cis retinal pasan a conformar un cromoforo all-trans
retinal. Mientras que cuando se tiene originalmente un all-trans retinal, pasa a conformar un

11-cis retinal.

62



6.1.1. 9-cis retinal

Para el cromoforo 9-cis retinal (9cr) se espera un decremento del pico cis (720 cm™),

conforme se incrementa el tiempo de irradiacion, ya que el cromoforo cambia su

conformacion de cis a trans. Por otro lado, la intensidad del pico trans (960 cm™) debera

incrementarse conforme aumenta el tiempo de irradiacion.

En las graficas de la Fig. 6.3 se muestra el comportamiento en intensidad de los picos a 720

y 960 cm™ del croméforo 9cr siendo irradiado por distintos tiempos con ambos laseres, uno

a la vez, las lineas en naranja muestran el tiempo maximo de irradiacion. Al laser de He-Ne

con longitud de onda de 633 nmy 15.23 mW de potencia nos referiremos solo como 633 nm

y al diodo laser con longitud de onda de 532 nmy 24.6 mW de potencia como 532 nm.
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Fig. 6.3. Comportamiento de la intensidad de los picos correspondientes a las dos conformaciones del

cromoforo 9cr siendo irradiado por distintos tiempos con dos laseres distintos. Las pendientes mostradas

corresponden a toda la cinética. a) 720 cm™* con 633 nm. b) 960 cm con 633 nm. ¢) 720 cm™ con 532 nm. d)

En la Fig. 6.3a) es apreciable que la pendiente tiene una tendencia decreciente conforme se

incrementa el tiempo de irradiacion, como es esperado dado que se esta reduciendo la

960 cm™ con 532 nm.
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configuracién cis, lo mismo es medianamente apreciable con la Fig. 6.3c). Aunque no se
tiene la misma claridad para las Fig. 6.3b) y d), las cuales mantienen una pendiente casi
constante, basta con las dos primeras, ya que el cromoforo, de manera individual no tiene

superposicién de configuraciones.

En la Fig. 6.4 se muestran la comparativa entre el comportamiento espectral del 9cr siendo

irradiado durante 1 minuto con los dos laseres, siempre de manera independiente.
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Fig. 6.4. Comportamiento espectral de la intensidad de los picos correspondientes a la conformacion del

cromaforo 9cr siendo irradiado por un minuto con los laseres siguientes: a) 633 nm, b) 532 nm.

En la figura anterior se muestran dos pendientes por curva, la primera corresponde a la region
de irradiacion, encerrada entre las dos barras verticales, y la segunda al tiempo de
recuperacion, es decir, desde la segunda barra hasta el final de la curva. Se espera, para este
cromdforo que la primera pendiente de las curvas negras sea menor a la segunda pendiente,
como vemos que sucede, y lo opuesto se espera para las curvas azules, como vemos que
también pasa, a excepcion para las pendientes de 966 cm™ de la Fig. 6.4b. Por lo tanto, el
comportamiento espectral nos permite decir que se esta presentando una desnaturalizacién

proteica del tipo reversible.

6.1.2. 13-cis retinal

Para el croméforo 13-cis retinal (13cr), al igual que para el 9cr, se espera un decremento del
pico cis, conforme se incrementa el tiempo de radiacion, ya que el cromdforo cambia su
conformacién de cis a trans y que la intensidad del pico trans incremente su intensidad

conforme aumenta el tiempo de irradiacion.

En las graficas de la Fig. 6.5 se muestra el comportamiento en intensidad de los picos a 720
y 960 cm™ del cromoforo 13cr siendo radiado por distintos tiempos con ambos laseres, uno

a la vez, las lineas en naranja muestran el tiempo maximo de irradiacion.
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Fig. 6.5. Comportamiento de la intensidad de los picos correspondientes a la conformacion del croméforo
13cr siendo irradiado por distintos tiempos con dos laseres distintos. Las pendientes mostradas corresponden
atoda la cinética. a) 720 cm con 633 nm. b) 960 cm™ con 633 nm. ¢) 720 cm™* con 532 nm. d) 960 cm™ con
532 nm.

En la figura anterior no es apreciable un comportamiento claro para la pendiente conforme
aumenta el tiempo de radiacion, como si pasa con la 9cr. Esto puede deberse a que el
cromoforo 13cr fue el mas dificil de disolver, y es posible que no lo haya hecho del todo
bien, por lo que las muestras no fueron del todo uniformes, a continuacidon, se presenta la
seleccion de las cinéticas correspondientes a un minuto de irradiacién, donde son mas

apreciables los cambios.
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Fig. 6.6. Comportamiento espectral de la intensidad de los picos correspondientes a la conformacion del

croméforo 13cr siendo irradiado por un minuto con los laseres siguientes: a) 633 nm, b) 532 nm.

En esta ultima grafica se espera, al igual que para el caso del 9cr, que la primera pendiente
para las curvas negras sea menor que la segunda, y lo contrario para las curvas azules. Y
aunque no se cumple lo esperado para las curvas azules, las negras si lo hacen. Esto puede
deberse a fluctuaciones del ambiente, como humedad que pudiese haber en el camino 6ptico
de la radiacion de IR del equipo Vertex 70, o bien, que las intensidades de los laseres no son
suficiente para cambiar la conformacion del cromoforo. Por lo que podemos considerar que

para este caso también se tiene una desnaturalizacion reversible

6.1.3. All-trans retinal

Para el cromoforo all-trans retinal (altr), contrario que el 9cr y 13cr, se espera un incremento
del pico cis, conforme se incrementa el tiempo de radiacion, ya que el cromoforo cambia su
conformacién de trans a cis, y que la intensidad del pico trans aumente su intensidad
conforme aumenta el tiempo de irradiacion. Esta diferencia se debe a que la conformacion

original es la contraria a los dos casos anteriores.

En las graficas de la Fig. 6.7 se muestra el comportamiento en intensidad de los picos a 720
y 960 cm™ del cromoforo altr siendo radiado por distintos tiempos con ambos laseres, uno a

la vez, las lineas en naranja muestran el tiempo maximo de irradiacion.

a) —=—155 m=1.21E-5 b)
3 | ——30s m=1.46E-5
8x107 4 605 m=2.88E-5 210" Ao .
—v—90s m=0.71E-5 . - ¥ \’Na\'
- 120 s m=2.01E-5 e *** Lo .,
3 —+—180 s m=1.48E-5 st Sgpl 3 o s*vn«”
o : gt S, “.r e
5 4x10°4 W-"’Lw -‘\v.
3 A 3 M
e . = 0 o 'f JRF.- \
< 4
@ % ® Ve
€ £ P R
b 0- @ —a—155 m=-2.83E-6 WW
Qo Qo —e—30s m=4.45E-6
< < 60's m=-584E-6
—v—90's m=-1.50E-6
-2x107 4 120 s m=-4.42E-6
4x1 0-3 ~*~—180 s m=-3.47E-6
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400

t[s] t[s]

66



C) ox10”4 —=—15s m=226E% d) 2x10° 4 aw g'.
—e—30s m=0.54E6 ' Lo
60s m=-3.04E-6 W 'Afirﬁ!"/&g‘ ","d‘ft W:
— —v—90s m=18.3E6 - )! g\h\ l[k Lt
=] -3 120 s m=14.1E-6 :' 3 y
i 6x1071 180 < meto.4£6 ‘g- 1x10 A g
@ WA
] 3 %’(
€ 3x10”1 ¥ € . “6 K&‘
£ — £ —n—16s m=0.21E-6 ,{JVQ
8 Y ol o —e—30s m=0.26E-6
Q 0{ AmLTSANAWN m 2 60s m=1.39E-6
< B < 4| —v—90s m=-3.6566
X gl apiaraaigiy ki -1x107 1 120 s m=-3.35E-6
d : —#=—180 s m=-4.19E-6
-3x10° ————————— o

0

50 100 150 200 250 300 350 400
t[s]

0 50 100 150 200 250 300 350 400

t[s]

Fig. 6.7. Comportamiento de la intensidad de los picos correspondientes a las dos conformaciones del
cromoforo altr siendo irradiado por distintos tiempos con dos laseres distintos. Las pendientes mostradas
corresponden a toda la cinética. a) 720 cm™* con 633 nm. b) 960 cm con 633 nm. ¢) 720 cm con 532 nm. d)
960 cm™* con 532 nm.

En la figura anterior es claramente visible un cambio abrupto entre las curvas
correspondientes a 60 y 90 segundos para la irradiacion con el laser de 532 nm, por lo que
podriamos asegurar que entre estos dos puntos hay un tiempo especifico donde el cambio de
configuracién es uniforme y posiblemente, hasta irreversible. Es apreciable como con el laser
de 633 nm aparentemente, no existe una relacion entre el tiempo de irradiacion y la pendiente

de las curvas.

En la Fig. 6.8 se muestran el comportamiento espectral del altr siendo irradiado durante 1

minuto con ambos laseres.
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Fig. 6.8. Comportamiento espectral de la intensidad de los picos correspondientes a la conformacion del

cromoforo altr siendo irradiado por un minuto con los laseres siguientes: a) 633 nm, b) 532 nm.

Correspondiente a la configuracién original, se espera que la primera pendiente de las curvas
negras sea mayor que la segunda, y lo contrario para las azules, ya que este cromdforo esta
pasando de una configuracion trans a una cis. Esto ultimo solo pasa para el caso del laser a

532 nm, mientras que con el laser de 633 nm no, Una razén puede ser que, con el laser de
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633 nm, a pesar de tener menor potencia, haya desnaturalizado de manera irreversible el
cromoforo, lo que indica que el altr es méas susceptible a la radiacion a 633 nm que a la de
532, independientemente de la potencia.

En la siguiente tabla se muestra un resumen del comportamiento de las pendientes de los
cambios de intensidades de las bandas espectrales correspondientes a los isomerismos

presentes en las muestras.

Tabla 6.1. Pendientes de las bandas espectrales a 720 y 960 cm™ de las cinéticas con un minuto de
irradiacion. Se muestra la pendiente durante el tiempo de irradiacion (mr.q) y el tiempo de

recuperacion (Mrec).

720 cm™ 960 cm™
, Mrad Mrec Mrad Mrec Mrad Mrec Mrad Mrec
cromoforo
633 nm [E-5/s] 532 nm [E-5/s] 633 nm [E-5/s] 532 nm [E-5/s]
9cr 5.45 8.44 1.61 2.70 -0.81 -1.8 -0.55 -0.03
13cr 3.89 9.25 1.06 4.64 -0.052 -1.96 -2.17 -1.26
altr 12.96 19.39 17.45 12.36 -3.5 -3.53 -4.35 -2.13

6.2. Autoensamblado de un biosensor sobre un soporte de silicio cristalino

El autoensamblado e interaccion del biosensor consiste en las siguientes etapas:
-limpieza del soporte (Si).

-hidroxilacién (OH).

-funcionalizacion por fase quimica (func chemp) o gaseosa (func gasp).

-inmovilizacion del anticuerpo (Imm chemp o biosensor quimico e Imm gasp o biosensor

gaseoso, respectivamente).

-interaccion con el tejido: cerebro de hembra (female brain), cerebro de macho (male brain),

ovario (ovary) y testiculo (testi).

En la Fig. 6.9 se muestra el espectro de cada una de las etapas del autoensamblado del
biosensor. De acuerdo con la estructura molecular de los grupos funcionales agregados a la

superficie del soporte, los cambios mas importantes se observan en las regiones asociadas a
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los enlaces C-O (950-1200 cm™), Amina I (1600- 1700 cm™), Amina Il (1500-1600 cm™) y
los grupos Si-O-Si (bandas debajo de los 1112 cm™). Este es el motivo por el cual solo se
muestran estas regiones en los espectros de las graficas de las figuras posteriores.
Recordemos que en la caracterizacion espectral en modo macro se ha tomado como linea
base la etapa anterior con la finalidad de que el espectro solo brinde informacién sobre los

nuevos enlaces que se han agregado a la superficie del soporte.

0.0

-0.14

-0.24

-0.34

Absorbance [a. u.]

044
= Func chemp|
—— Func gasp
Imm chemp
[—— Imm gasp

T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

054

Wavenumber [cm™']

Fig. 6.9. Espectros en infrarrojo de cada etapa de autoensamblado del biosensor.

En la siguiente figura se muestran en detalle los espectros de cada etapa de autoensamblado
del biosensor. Se presenta la etapa en cuestion y la anterior con la finalidad de poder lograr

un comparativo.
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Fig. 6.10. Espectros de las etapas de autoensamblado del biosensor. Como se muestra, los principales
cambios se presentan en la etapa de funcionalizacién por cualquiera de los métodos, pero también es
apreciable para el proceso de inmovilizacion.

Los enlaces mostrados en la Fig. 6.10 se explican en detalle en la Tabla 6.11, donde se asocian
los numeros de onda de las bandas vibracionales a la estructura proteica. Esta tabla también

resultara Util para discutir la Fig. 6.11.

Tabla. 6.11. Enlaces y su correspondiente nimero de onda espectral presente en el analisis.

Enlace Numero de onda [cm™] Estructura proteica que
contribuye
Si-Si Debajo de 1100
Si-O Debajo de 1100
C=C-C 1500-1600 Amina ll
Torsion NH-R 1506-1557
O-H 1637
NH 1600-1700 Amina |
Torsion NH, 1617-1642 B-lamina
Torsion NH; 1645-1662 a-hélice
Torsion NH; 1672-1619 Doblamiento 3
C=C 1715
C=0 1740

Como podemos ver en la Fig. 6.10 es posible observar como los enlaces OH afectan la
absorcion en infrarrojo de la muestra, a pesar de que el pico en 1637 cm™ es muy pequefio,
el cambio en el signo de la pendiente es notable, lo cual se mantienen en las siguientes figuras,
bandas similares fueron observadas por Tian (2010)%’. En la Fig. 6.10b) podemos observar
que la funcionalizacién por fase quimica brinda un espectro similar al de la funcionalizacion

por fase gaseosa, el pico asociado al enlace CO tiene la misma intensidad en ambos procesos
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de funcionalizacidn, pero las bandas de los enlaces NH asociadas a la amina | y Il tienen una
mayor intensidad en la funcionalizacion gaseosa, esto se debe a que existen mas moléculas
de BAMPTS presentes en la superficie del biosensor, a pesar de que el SAMPTS posee grupos
amino, estas bandas fueron asociadas a la estructura proteica secundaria por Sarver (1991)%,
Asi mismo, es posible decir que el proceso por fase gaseosa permite inmovilizar una gran
cantidad del AB Opn5 que el proceso por fase quimica. Como es posible observar en la Fig.
6.10d), los espectros tienen una intensidad mayor y bandas bien definidas en las regiones de

la amina | y Il, comparado con la Fig. 6.10c).

La Fig. 6.11 muestra el espectro durante la interaccion del biosensor 6ptico obtenidos por los
dos métodos de funcionalizacion. La interaccion fue realizada con tejido de testiculo, ovario
e hipotalamo de rata macho y hembra. Para cada una de las figuras el eje izquierdo
corresponde a la fase de inmovilizacion y el derecho a la deteccion de la op5 en el tejido.
También, para cada uno de los incisos, la figura superior (naranja) corresponde a la fase
quimica y la inferior (violeta) a la fase gaseosa. Byler (1986)%°, asoci0 la estructura proteica
a las bandas mostradas en la Tabla 6.11. Es posible observar bandas similares de la Tabla 6.11
en los espectros de la Fig. 6.11, especialmente los picos de 1645 a 1662 cm™, asociados a la
estructura o hélices, que es la estructura principal de la op58°. Igualmente, en las figuras es
posible observar la estructura conformacional de las proteinas (laminas § y doblamientos 3)
y los enlaces dobles asociados a las proteinas (C=C y C=0)%"°!, Para el anlisis es necesario
tomar en cuenta que, para el espectro de la fase de inmovilizacién, se usé como linea base el
soporte funcionalizado, mientras que, para la interaccion, la linea base fue el soporte con el
AB Opn5 inmovilizado. Dado que el enlace del AB Opn5 es covalente al 3AMPTS, las
sefiales correspondientes al anticuerpo no deben disminuir su intensidad, ya que este enlace

es de los mas fuertes en la naturaleza.
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Fig. 6.11. Espectros en IR de la interaccion del biosensor con tejido. Aqui se muestra la interaccion con

cuatro tejidos: a) testiculo, b) ovario, ¢) cerebro de macho y d) cerebro de hembra.

Si comparamos las intensidades de todos los pares de graficas de la Fig. 6.11, vemos que se
observan cambios en las bandas indicadas, significando que existe una nueva molécula
covalentemente unida en la superficie del biosensor, a saber, op5. También es posible
observar que el biosensor quimico brinda una mejor respuesta para el tejido de macho,
mientras que el biosensor gaseoso lo hace para tejido de hembra. Estos resultados no tienen
una relacién real género-proceso, es decir, fue fortuito, ya que depende principalmente de la
cantidad de op5 presente en el tejido y no del género. Ademas, es apreciable que el orden de
respuesta es similar, aunque los picos espectrales para la interaccion con tejido de macho
tienen una mejor definicidn y que las sefiales para la interaccion con cerebro de hembra tienen
un orden de magnitud mayor en su absorbancia. La mas baja intensidad de absorbancia se
presento para el tejido de ovario, para los dos biosensores utilizados. Las bandas de la amina
I y Il muestran vibraciones asociadas a los enlaces principales de las proteinas, C=C-C,
laminas B, a hélices, doblamientos , C=C y C=0, que se relacionan con el cambio en la

longitud del enlace. Estos modos de vibracion estan presentes en los cuatro espectros en cada
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figura, todas estas bandas estan asociadas a los modos de vibracién de la op5. Estos resultados
son acordes a los obtenidos por Byler®®, donde se realizé la deconvolucion del espectro en
IR para obtener los picos asociados a la estructura proteica, también estas bandas estan
reportadas por otros autores en trabajos para la determinacion de la estructura secundaria de

las proteinas®®9%91,

6.3. Analisis de Componentes Principales de los espectros en modo micro IR

Dado que los espectros obtenidos por modo micro son 32 por fase o interaccion, se decidio
generar un andlisis quimiométrico de los resultados experimentales, para lo cual se utilizo el
método numérico denominado Analisis de Componentes Principales (PCA), este método
numérico nos permitird visualizar un conjunto grande de datos de manera mas sencilla. Los
Componentes Principales (PC) corresponden a eigenvectores de nuestro conjunto de datos
tratado como matriz de vectores, cada uno de los eigenvectores asociados con eigenvalores.
Estos eigenvalores indican como una transformacion lineal transforma vectores de un espacio

a otro, y seran precisamente estos eigenvalores los que nos diran cuales son nuestros PC.

Cada una de las PC representa una variable nueva, que no se podia obtener de manea directa
de los datos originales. Este tratamiento permite que algunos datos de nuestro conjunto, que
aparentemente se encontraban juntos y no se podian discriminar entre ellos, se separen de
acuerdo con las nuevas variables. Los nuevos vectores que encontraremos, y que
graficaremos para el PCA, son las proyecciones sobre los eigenvectores que hemos

encontrado.

El PCA, aunado a la técnica de espectroscopia en micro infrarrojo y al microscopio éptico
del que esta acompafado el equipo, permite tener una idea de la uniformidad que tiene el
autoensamblado, o bien, la reproducibilidad que se alcanza con los protocolos
implementados. Dentro de las pruebas que se realizaron se encuentran las interacciones con
tejido de soportes que solo fueron funcionalizados, a estas pruebas se les agrega la etiqueta
de control (ctrl). Estas ultimas pruebas, al no contar con un ERB, no son capaces de detectar
op5, por lo que los puntos en los PCA no deberian agruparse a las interacciones donde si se
tiene un ERB. Estas ultimas pruebas nos sirven para conocer qué tan reales estan siendo
nuestras detecciones de op5. En la Fig. 6.12 se muestra el PCA de todo el proceso para las

dos metodologias de funcionalizacion. Para este andlisis se ha considerado la region
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correspondiente a las aminas 1y 11, es decir, 1500-1700 cm™. Los datos para silicio limpio e
hidroxilacion son los mismos para ambas metodologias de funcionalizacién, ya que estos son
independientes del proceso. En este grafico de todos los procesos, se puede observar como
las interacciones biosensor-tejido se aglomeran en valores negativos del PC2, y el resto de
los puntos que tienen que ver con las diferentes etapas del proceso de auto ensamblado o los
controles en la parte positiva del PC2. Esto se puede observar para ambos procesos de

funcionalizacién tanto en fase liquida como en fase gaseosa.
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Fig. 6.12. PCA del proceso completo de autoensamblado del biosensor, interacciones y control para los

biosensores funcionalizados por fase a) quimica y b) gaseosa.

A continuacidn, se muestran los PCA por etapas para tener una mejor comparativa entre el

autoensamblado, interacciones y controles.

En la Fig. 6.13 se muestran el PCA obtenido para el autoensamblado del biosensor, es decir,
desde la limpieza del soporte hasta la inmovilizacion del AB Opn5 sobre la superficie del
soporte. Se muestra el PCA para los dos primeros componentes principales (PC), ya que con

ello se logra determinar mas del 99.65% de la varianza, lo cual es la mayor parte del sistema.

Como vemos en la Fig. 6.13, a pesar de que el proceso de funcionalizacion es distinto, los
datos de ambas funcionalizaciones tienden a agruparse en la parte negativa tanto del PC1
como del PC2 (tercer cuadrante), mientras que los datos de la inmovilizacién del anticuerpo
tienden a agruparse en la parte negativa del PC1, pero positiva del PC2 (segundo cuadrante).
En otras palabras, en el eje negativo del PC1, se estan agrupando sefiales correspondientes a
los enlaces bioldgicos. Los datos del silicio limpio tienden a agruparse en la parte positiva
del PC1 y PC2, mientras que los datos de los soportes hidroxilados se mantienen cerca del

cero del PC2, pero positivos del PC1. Con esto podemos decir que el componente principal
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1 determina la presencia 0 no, de los enlaces NH en la superficie de los biosensores
desarrollados. De igual manera la elipse de error, al 95% de confianza, muestran la total

aglomeracion de los datos en funcion de la etapa del proceso.
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Fig. 6.13. PCA del autoensamblado de los biosensores funcionalizados por: a) fase quimica y b) por fase
gaseosa. Se muestran también las elipses de confianza con un intervalo de confianza del 95% de cada una de

las etapas de autoensamblado.

En la Fig. 6.14 se muestran los PCA correspondientes al biosensor armado por ambas
metodologias de funcionalizacién y su interaccion con tejidos, es decir, la respuesta de los
biosensores. Se ha hecho el PCA con los tres primeros PC’s, y se ha buscado la mejor

perspectiva donde se logre visualizar una mejor agrupacién de los datos.

En la Fig 6.14 son visibles las diferencias entre la etapa de inmovilizacion e interacciones,
ademas, es posible notar diferencias entre las respuestas del biosensor dependiendo del tejido.
De igual manera, podemos ver que tienen un orden aparente, por lo que la mayor diferencia
entre los puntos correspondientes a los biosensores y los de las respuestas se encuentra con
la del cerebro de hembra, después con el ovario, cerebro de macho y finalmente con el
testiculo. Entre las interacciones con ambos biosensores, la que parece tener mejor respuesta
es el ovario, esto en el PCA en 2D, dado que su elipse de confianza es la mas pequefa
comparada con las demas interacciones, aunque en 3D la discriminacion es mejor, dado que
se visualiza méas porcentaje de la varianza del proceso. La elipse de error, al 95% de
confianza, para las Figuras 6.14c y 6.14d, muestran que la fase quimica, es donde se tiene el

mayor volumen de datos al interior de la elipse.
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Fig. 6.14. PCA de un biosensor y sus interacciones en 2D y 3D. El biosensor fue funcionalizado por fase
guimica (ay c) y gaseosa (b y d). Se muestran también las elipses de confianza con un intervalo de confianza
del 95% para cada una de las interacciones en 2D.

Desde la Fig. 6.12 vemos que las interacciones con funcionalizacion por fase quimica y sus
controles se separan muy bien, por lo que podemos conjeturar que el biosensor esta
funcionando de manera correcta, pero no asi para la funcionalizacion por fase gaseosa y sus

respectivos controles. En la siguiente figura se muestran los PCA de las interacciones y su

control correspondiente para tener un mejor comparativo.
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Fig. 6.15. PCA de las interacciones y sus controles correspondientes. Del lado izquierdo tenemos las
interacciones y controles correspondientes al biosensor quimico, y en la derecha los correspondientes al
biosensor gaseoso. En color se muestra la interaccion y en negro su control. En la mayoria bastan los dos
primeros PC (1 y 2) para encontrar las diferencias, excepto en el Gltimo donde se ha buscado la mejor
perspectiva para que estas diferencias sean apreciables. Se muestran también las elipses de confianza con un

intervalo de confianza del 95%. Se presentan las siguientes interacciones, entendiendo que la etiqueta en el
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nombre se refiere al método de funcionalizacion: a) cerebro de hembra quimico, b) cerebro de hembra
gaseoso, ¢) cerebro de macho quimico, d) cerebro de macho gaseoso, €) ovario quimico, f) ovario gaseoso, g)

testiculo quimico, h) testiculo gaseoso.

En la Fig. 6.15 vemos que para las interacciones quimicas se definen muy bien las diferencias
entre las interacciones y los controles, donde estos Gltimos se agrupan todos alrededor del
valor 1 para el PC2. Sin embargo, esto no sucede del todo para las interacciones gaseosas,
donde los controles no se agrupan hacia alguna region en especifico, y en algunos casos,

como en los tejidos de macho, parecieran mezclarse las sefiales.

Esto puede deberse a tres razones, probablemente no independientes la una de otra. La
primera es que los tejidos y el anticuerpo Opnb5, tenian alrededor de 6 meses que habian sido
adquiridos, y a pesar de que los tejidos se encontraban cubiertos de sacarosa y guardados en
refrigeracion de 4 °C, pudo haber decaido parte de la op5 presente, la cual dejo de ser
detectable por parte de los biosensores. La segunda es que el proceso de funcionalizacion por
fase gaseosa, aunque tiene una mayor uniformidad, esta sujeta a algun cambio relacionado
con la temperatura desconocido en este momento, que le impide inmovilizar de manera
Optima el anticuerpo Opn5, que ha sido guardado por mucho tiempo, a la superficie del
soporte, mientras que el proceso de funcionalizacion por fase quimica no tiene este problema.
Es posible también que, en el caso de los biosensores gaseosos, se generase un impedimento

estérico entre las moléculas debido a que el depdsito de SAMPTS fuese demasiado grande.
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CAPITULO 7.
CONCLUSIONES
Se encontrd que el solvente ideal para disolver cromoforos retinales es el tritdn X-100 ya que
permite una buena disolucion y su espectro en infrarrojo no opaca las sefiales de los
cromoforos. Asi mismo se encontrd que la concentracion optima para esta disolucion es de
0.6 mg por 100 ul de tritdn X-100, dado que se observan sefiales en el espectro de IR y
optimiza el rendimiento de los cromoforos. Usando la concentracion mencionada antes, se
observé que al aplicar una irradiacién de a lo més tres minutos con un laser He-Ne con
longitud de onda de 633 nm con una potencia de 15.23 mW, y otra de un diodo laser con
longitud de onda de 532 nm y 26.4 mW de potencia, es posible obtener una desnaturalizacion

reversible de los cromdéforos.

Los cambios conformacionales son mas apreciables para el pico a 720 cm™ que para el pico
a 960 cm* pero es suficiente con el primero para conocer que la isomerizacion esta teniendo
lugar. Es observable que a més bajas concentraciones de altr (al momento de buscar la
concentracion 6ptima), la isomerizacion en los espectros se observa mas rapido, tanto cuando
la irradiacion es accionada como cuando es apagada. Se observd que para el cromoforo altr
existe un tiempo umbral de irradiacion para observar los cambios conformacionales usando

el laser He-Ne. Este tiempo umbral se observé entre los 60 y 90 segundos.

Se realizd la construccidn de un biosensor éptico basado en silicio cristalino mediante el
autoensamblado de monocapas utilizando como elemento de reconocimiento bioldgico el
anticuerpo policlonal Opn5, implementando dos métodos de funcionalizacion, uno quimico

y otro gaseoso.

La opsina 5 fue determinada en cortes criogénicos de cerebro y génadas de rata Wistar
después de media hora de interaccidén para ambos procesos de funcionalizacion. Los cortes
criogénicos fueron implementados para tener el mayor control posible del area donde se hace
uso del biosensor, ademas de incrementar la eficiencia y rendimiento del tejido. Como
cambios principales en las bandas espectrales fueron identificado las correspondientes a las
aminas I y 11, y a los enlaces C=C y C=0. Para cada etapa se obtuvieron 32 espectros y se
realizé el analisis de componentes principales (PCA) en la region de las aminas | y 11 (1500-

1700 cm?), determinando mas del 99.9% de varianza de todo el proceso para las tres primeras
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PC. Se obtuvo una buena discriminacion de las etapas, principalmente para los biosensores

funcionalizados por fase quimica y su interaccion.

La deteccion mediante espectroscopia de infrarrojo por ATR de la op5 en tejido de hembra
resulto mejor para el proceso en fase gaseosa, asi mismo, la deteccion espectral por ATR en
tejido de macho tuvo mejores resultados para el proceso por fase quimica. Sin embargo,
usando micro espectroscopia de infrarrojo por transmision y el PCA correspondiente es
posible discriminar perfectamente cada etapa de autoensamblado del biosensor, asi como la
deteccidn de la op5. Incluso es posible discriminar entre los tejidos donde se interacciono,
asi como sus controles. Aunque, cada uno de los dos procesos mostrados aqui tienen una
buena respuesta para la deteccion de op5 por si misma, se vuele mas eficiente cuando se usa
un andlisis quimiométrico como lo es PCA. Para los biosensores desarrollados durante este

trabajo se logré una buena reproducibilidad en lo resultados.

7.1 Perspectivas del trabajo

Como trabajo a futuro resulta necesario reproducir el protocolo aqui mostrado con todos los
componentes y materiales frescos para poder comparar los resultados al modo en que se
espera que opere el biosensor. Asi mismo se necesita conocer la morfologia de cada una de
las etapas de autoensamblado del biosensor con la finalidad de mejorar los protocolos, para
esto resulta atil técnicas como Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) o Microscopia por
Electronica de Barrido (SEM). Estas técnicas, aunadas a la Espectroscopia de Fotoelectrones
emitida por rayos X (XPS), brindara informacion que permita discernir si es que existe una
uniformidad optima o si acaso se presenta una esteréis, principalmente en el caso de los
biosensores gaseosos. Asi mismo, se deben de hacer interacciones con tejidos de individuos
que han sido inducidos con alguna enfermedad, para lograr tener un comparativo en la

respuesta del biosensor.

Determinar la conformacion de la op5 presente en los tejidos como funcion del padecimiento

inducido o el protocolo implementado para dicha induccién del padecimiento.

Finalmente, para obtener una mejor caracterizacion de los croméforos, es necesario usar
laseres con otras longitudes de onda, asi como potencias mayores para las longitudes de onda

utilizadas durante el desarrollo de este trabajo.
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