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Resumen

En el presente trabajo se realiza el desarrollo de un sustrato organico a base de cuticula de
agave para la deteccion del biomarcador cardiaco troponina I (Tnlc). La troponina I cardiaca es
una proteina que se libera en la sangre en respuesta a dafio o estrés en el musculo cardiaco, lo que
la convierte en un biomarcador clave para el diagnodstico de enfermedades cardiacas, especialmente

infarto agudo de miocardio (IAM).

En esta investigacion, se propone utilizar la cuticula de agave, un material orgénico abundante y
de bajo costo, como sustrato para la deteccion de Tnlc. La cuticula de agave se procesa y se
modifica quimicamente para mejorar su capacidad de union y sensibilidad hacia la Tnlc. Se espera
que este sustrato tenga propiedades especificas que permitan una interaccion selectiva y eficiente

con la proteina objetivo.

El objetivo principal de esta tesis es desarrollar un sustrato organico para la deteccion de Tnlc
utilizando la cuticula de agave modificada. Se llevara a cabo un enfoque multidisciplinario que
involucra técnicas de quimica, bioquimica y analisis de materiales para optimizar las condiciones
de deteccion y evaluar homogeneidad, estabilidad e inmovilizaciéon de anticuerpos sobre este

sustrato.

Se espera que este sustrato organico ofrezca ventajas significativas en comparacion con los
sustratos convencionales utilizados en la deteccion de Tnlc. Estas ventajas pueden incluir una
mayor sensibilidad, selectividad y estabilidad, asi como una reduccion en los costos de produccion.
Ademas, el uso de un material orgdnico renovable como la cuticula de agave también tiene

beneficios ambientales al reducir la dependencia de materiales sintéticos y no biodegradables.
Este trabajo de tesis se encuentra estructurado de la siguiente manera:

Introduccion. La motivacion del trabajo, justificacion, planteamiento del problema, objetivos
generales y particulares e hipotesis, que en conjunto buscan dar pauta a la realizacién de este

trabajo.



Marco Teorico. Se integran los antecedentes e informacion documentada y actualizada sobre el
tema, los descubrimientos, avances y tecnologias aplicadas al estudio de esta linea de investigacion.
En esta seccion se abordan temas relacionados con las enfermedades cardiovasculares y el
desarrollo de pruebas rapidas de deteccion utilizando el Inmunoensayo de Flujo Lateral (IFL). Se
destaca la complejidad de las enfermedades cardiovasculares y la necesidad de abordarlas como
sistemas complejos. Se analiza el panorama global y en México de estas enfermedades, resaltando
su alta incidencia y su impacto en la salud publica. Ademas, se realiza una revision histérica de los
inmunoensayos utilizados para detectar la troponina I cardiaca (Tnlc), un biomarcador crucial en
el diagnodstico de enfermedades cardiacas y la utilizacion de la cuticula de agave como material

biodegradable para la construccion de dispositivos de deteccion.

Marco conceptual: Proporciona el contexto tedrico y metodologico en el que se basa la
investigacion, incluyendo el tipo de investigacion realizada, el paradigma de investigacion

adoptado y las teorias que fundamentan el estudio.

Metodologia. Se describen las herramientas y procedimientos empleados para lograr los objetivos
generales y especificos. Se describen los procesos de acondicionamiento de la membrana de
cuticula de agave (CA), deposicion de nanotubos de carbono (CTN) sobre CA, funcionalizacion
aminada de los CTN, inmovilizacion de los anticuerpos y la técnica utilizada para la deteccion del
anclaje de los anticuerpos sobre el sustrato.

Resultados y Discusion. En esta seccidn se integran evidencias de las actividades realizadas en el
apartado de metodologia. Se realizaron diversas caracterizaciones utilizando técnicas como SEM,
FTIR, espectroscopia Raman e Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para analizar la morfologia,
composicion quimica y presencia de los componentes en los sustratos desarrollados, asi como la

presencia de los anticuerpos anti-Tnlc.

Conclusiones. Finamente se describen las conclusiones del estudio con la finalidad de demostrar
la efectividad del tratamiento térmico-quimico de la cuticula de agave para preparar adecuadamente
el sustrato, facilitando la deposicion electroforética de CTN sobre la CA y logrando un
recubrimiento homogéneo. asi como la inmovilizacion de los anticuerpos anti-Tnlc. En cuanto a
la inmovilizacion de los anticuerpos anti-Tnlc sobre la CA-CNT, se ha observado una distribucion
mas uniforme de la fluorescencia. Esto sugiere una mayor eficiencia en la inmovilizacion de los

anticuerpos sobre el sustrato CA-CNT.
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Abreviaturas y Siglas

Tnel: troponina I cardiaca

anti-Tncl: anticuerpo troponina I cardiaca

IFL: Inmunoensayo de Flujo Lateral

SERS: Espectroscopia Raman de superficie aumentada.

SEM: Microscopia electrénica de barrido.

FT-IR: Infrarrojo por transformada de Fourier.

CTN: Multi-Walled Carbon Nanotubes, Nanotubos de carbono de pared multiple.
DTNB: (5,5'-dithiobis (2- nitrobenzoic acid)).

EDC: 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida hidrocloruro.

NHS: N-hidroxisucinimida.

CTAB: Hexadeciltrimetilamonio.
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1. Introduccion



1.1 Planteamiento del Problema

Las Enfermedades Cardiovasculares (ECV) son un grupo heterogéneo de enfermedades que
afectan tanto al sistema circulatorio (venas, arterias y capilares) como al musculo cardiaco
(Browne, 1984; WHF, 2021). Dentro de éstas, las mas frecuentes incluyen infarto agudo al
miocardio (IAM), cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca (IC), trombosis, angina de pecho
inestable (Al), entre otras (WHF, 2021; OMS, 2021). Hoy en dia, las ECV representan un grave
problema de salud publica (WHF, 2022) y han sido incluidas en la meta 3.4 de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 de Naciones Unidas en 2015, donde se establecio
reducir la mortalidad prematura de las enfermedades no transmisibles en un 33%, incluidas las

ECV (OMS, 2016).

Ahora se sabe que la contaminacion contribuye al riesgo de enfermedades cardiovasculares y su
mortalidad asociada, respaldado en evidencia sustantiva de multiples mecanismos que pueden
impulsar esta asociacion. Un 31% de las enfermedades cardiovasculares podrian evitarse si se
eliminan los contaminantes ambientales. Asi lo indica la Organizaciéon mundial de la Salud (OMS,
2011a), posicionando el impacto ambiental como uno de los principales responsables de estas
enfermedades a nivel mundial. En consecuencia, a esta problematica, la mayoria de las
enfermedades cardiovasculares se pueden abordar integrando los factores de riesgo a la clinica del
paciente. Actualmente, los factores de riesgo se dividen en cuatro categorias: factores bioldgicos
modificables (obesidad, diabetes, hipertension, etc.) y no modificables (edad, género, etnia y
predisposicion genética), factores conductuales (habitos alimenticios, sedentarismo, estrés, etc.),
factores ambientales (contaminacion antropogénica, condiciones insalubres, entre otros) y factores
de influencia global (urbanismo, migracion, desarrollo socioeconémico, pandemias, etc.) (Ferrari,

2020; Hessami, et al., 2020; Narro Robles, 2018).

Con respecto al impacto que ha producido la actual pandemia provocada por el virus SARS-CoV-
2 (COVID-19), se ha reportado que la presencia de este virus facilita la progresion de las ECV, o
bien permite su desarrollo debido a la respuesta tromboinflamatoria provocada por la infeccion
viral, lo que desencadena un aumento en los niveles de ciertos biomarcadores cardiacos presentes
en la sangre (Zheng, 2020; Dhakal, 2020; Cucinotta, 2020). La deteccion de biomarcadores
cardiacos juega un papel fundamental para coadyuvar en un diagnostico mas certero y oportuno de

las ECV (Aydin, 2019). Dentro de estos biomarcadores, se encuentra la troponina I cardiaca (Tnlc),



una isoforma del complejo de troponina que se libera como consecuencia de procesos como
isquemia coronaria, necrosis celular, apoptosis o autofagia de las células miocardicas (células del
corazon) (Januzzi, 2018). Actualmente este biomarcador es considerado el estandar de oro para la
deteccion de [AM, pero no esta limitado a esta enfermedad, ya que la elevacion de troponina puede

ocurrir en situaciones variadas, es decir, por causas cardiacas o no-cardiacas (Kelley, 2009).

Las pruebas de diagndstico para la Tnlc se dividen en pruebas centralizadas y en pruebas de
diagnoéstico en el punto de atencién, ambas categorias incluyen inmunoensayos sensibles y
ultrasensibles, siendo la diferencia principal el tiempo de la emision de los resultados y el tipo de
informacion obtenida. Las pruebas centralizadas proporcionan informacidon cuantitativa, pero
tienen un promedio de emision de resultados de uno o més dias. Las de diagndstico en el punto de
atencion son pruebas rapidas cualitativas con resultados entre de 5 a 30 min después de la toma de

muestra (Tripoliti, 2020).

Durante la tltima década se ha destacado el uso de la técnica de inmunoensayo de flujo lateral
(IFL) en sus diferentes formatos (sandwich, indirecto y competitivo) en el area de las pruebas en
el punto de atencidon (Koczula, 2016; O’Farrell, 2008). Lo anterior, debido a las bondades que
presenta como la simplicidad del disefio, son compactos, faciles de transportar y almacenar ya que
no requieren cadena de frio. Por otro lado, sus protocolos de uso son més simples y no demandan
personal altamente especializado y los resultados son rapidos y faciles de interpretar (Andryukov,
2020). El desarrollo de los IFL ha demostrado tener una continua evolucion incluso para competir
con las pruebas centralizadas cuando se acoplan a técnicas (principalmente espectroscopicas) que

permiten la obtencion de informacion cuantitativa sin sacrificar el tiempo de respuesta.

Los IFL estan basados en el uso de membranas de nitrocelulosa y comprende los siguientes
componentes: almohadilla de muestra, almohadilla del conjugado, lineas de sensado y control y
almohadilla absorbente. La sensibilidad, especificidad, rangos de cuantificacion y precision
obtenidos con el uso de los IFL dependen directamente del desempefio de cada uno de sus
componentes y de la técnica con la que se acople, por lo que las optimizaciones de estos sistemas

de diagnoéstico pueden ser abordados considerando estas rutas.



Para el caso de los IFL en formato tipo sandwich (el analito se une entre dos anticuerpos
especificos) en las lineas de sensado y control se inmovilizan anticuerpos directamente sobre la
membrana de nitrocelulosa. Sin embargo, esta metodologia presenta ciertas limitaciones que
derivan en una pobre sensibilidad, especificidad y repetibilidad del sistema debido a que su elevada
porosidad amplia los efectos de interfaz y favorece la absorcion y adsorcion de biomoléculas no
objetivo provenientes del fluido biologico y disminuye la eficiencia de union del analito (De Puig

etal., 2017).

En este proyecto se plantea la inmovilizacion del anticuerpo anti-Tnlc sobre cuticula de agave (CA)
recubierta con nanotubos de carbono (CNT) como una alternativa para la formacién de la linea de
sensado en un IFL para la deteccion del biomarcador cardiaco Tnlc. El sustrato propuesto tendra
un mejor desempefio comparado con las membranas de nitrocelulosa tipicamente utilizadas, debido
a que tendra una menor porosidad y mayor control en la carga de anticuerpos inmovilizados sin
comprometer la fuerza motriz para el flujo capilar indispensable en el desarrollo de los IFL. Los
substratos CA-CNT-anti-Tnlc obtenidos seran caracterizados por microscopia electronica de

barrido (SEM), espectroscopia IR y Raman e inmunofluorescencia.



2. Justificacion



En los ultimos anos, las enfermedades cardiovasculares han sido consideradas como la
primera causa de muerte en México y en el mundo. El crecimiento econdmico y la globalizacién
han originado evidentes beneficios al ser humano; sin embargo, también han comprometido de
manera significativa su salud, incrementando la susceptibilidad de adquirir o desarrollar
enfermedades. En este sentido, es importante abordar esta problematica desde diferentes areas
como tratamiento, diagnostico y prevencion considerando los aspectos ambientales, econdmicos y

sociales involucrados.

Este trabajo aporta conocimiento basico al desarrollar una alternativa de soporte organico a base
de cuticula de agave que pueda ser utilizado como parte de un IFL para la deteccion sensible del
biomarcador cardiaco Tnlc. Lo anterior enfocado al diagnostico eficiente y temprano de las ECV
que contribuya en un mejor manejo de pacientes y un incremento en la probabilidad de

recuperacion de estos.



3. Pregunta de Investigacion

(Qué efecto tiene las caracteristicas morfoldgicas y de composicion que presenta la cuticula de
agave en la inmovilizacion de anticuerpos y materiales nanoestructurados como los nanotubos de

carbono?



4. Hipotesis

La cuticula de agave (CA) es un buen soporte para la inmovilizacion de materiales
nanoestructurados como los nanotubos de carbono y de biomoléculas como los anticuerpos, ya que
esta constituida de polimeros, cutina y ceras que pueden favorecer la retencion de estos materiales
por la ruta fisica o covalente. Asi mismo, las cavidades de las estomas de la CA pueden fungir como

puntos de concentracion y anclaje de estos materiales.



5. Objetivos

5.1 Objetivo General
Elaboracién de un sustrato orgénico y flexible que permita la inmovilizacion preferencial y

controlada de anticuerpos basado en cuticula de agave.

5.2 Objetivos Particulares
1. Desarrollar un tratamiento que permita obtener una superficie homogénea y manipulable de la
cuticula de agave.
2. Inmovilizar sobre la CA tratada nanotubos de carbono multicapa (CA-CNT).

3. Inmovilizar anticuerpos anti-Tnlc sobre superficies CA-CNT.



6. Marco Teorico

10



6.1 Enfermedades Cardiovasculares, un Sistema Complejo de Estudio
La enfermedad cardiovascular (ECV) son un conjunto de enfermedades que afectan al
corazon y/o los vasos sanguineos (venas y arterias) (OMS, 2021; WHF, 2021). Pueden tener un

origen genético, conductual, riesgo socioecondmico y ambientales (Thomas et al., 2018).

B Factores de Riesgo
Factores biolégicos Factores
modificables Ambientales

Obesidad, diabetes,
hipertension, etc.

Contaminacion
antropogénica, condiciones
insalubres, etc.

Factores biolégicos

no modificables
Edad, género, etnia y
predisposicién genética.

Factoresde

Influencia Global
Urbanismo, migracion,
desarrolle socioecondmico,
pandemias, etc.

Factores conductuales
Habitos alimenticios,
sedentarismo, estrés, etc.

Autor: Elaboracidn propia

1
Figura 6.1 Factores de riesgo en las ECV (Elaboracion propia).

Se ha demostrado que las ECV son de origen multifactorial y no deben ser estudiadas
solamente como un aspecto médico, sino como un sistema complejo, donde interaccionan y
convergen los multiples factores que dan lugar a su vez a subsistemas complejos, y que ejercen una
influencia importante en el riesgo, la progresion y la gravedad de la enfermedad. Es por ello por lo

que deben ser abordadas de forma integral y holistica.

6.2 Panorama Mundial y en México de las Enfermedades Cardiovasculares
Segun la Federacion Mundial del Corazon (WHF, por sus siglas en inglés), la enfermedad
cardiovascular es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con una estimacion de
18.6 millones de muertes al afio, lo que representa aproximadamente el 33% de todos los
fallecimientos. Se espera que esta cifra aumente a 23.6 millones para el afio 2030, segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2021). Mas de tres cuartas partes de las muertes por
enfermedades cardiovasculares se producen en paises de ingresos bajos, medianos o en vias de

desarrollo (PAHO, 2020).
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En México, durante el periodo enero-junio 2022, las defunciones por enfermedades del
corazén fueron la primera causa de muerte a nivel nacional con 124, 496 y representan
aproximadamente el 28% del total de muertes registradas al afio junto con las enfermedades
cerebrovasculares (INEGI, 2022). Por si fuera poco, la pandemia de COVID-19 también ha tenido
repercusiones en los pacientes con enfermedad cardiovascular. El aumento de enfermedades por
secuelas de COVID-19 también se ve como las ECV encabezan la lista (10.5%), superando a la
diabetes (7.3%), seguido de la enfermedad cronica respiratoria (6.3%), hipertension (6%) y cancer

(5.6%). (Ferrari et al., 2020; Hessami et al., 2020).

6.3 Breve historia de los Inmunoensayos para la deteccion de Tnlc.

En la década de 1980s, varios grupos de investigacidn comenzaron a considerar las
troponinas cardiacas como posibles biomarcadores cardiacos especificos. El interés en Tnlc fue
impulsado por el trabajo de Cummins, quien desarroll6 el primer radioinmunoensayo (RIA) para
la medicion de Tnlc en suero, tenia una concentracion detectable de 10 pg / L y el tiempo de

ejecucion fue bastante largo (1-2 dias) (Cummins, 1987).

Tres afios después, los anticuerpos monoclonales dirigidos contra Tnlc fueron descritos por dos
grupos independientes (Larue et al., 1992; Bodor et al., 1993) uno de los cuales implement6 un
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para la cuantificacion de Tnlc en suero. El ensayo
desarrollado por Bodor y colaboradores tenia una concentracion detectable de 1,9 pg /L y un rango
de trabajo de hasta 100 pg/ L. Requiri6 3,5 horas para realizarse (Bodor ef al., 1993). Dicho ensayo
de Tnlc mostr6 una alta especificidad para la lesion cardiaca incluso en presencia de enfermedad
muscular aguda, enfermedad muscular cronica, insuficiencia renal cronica y después de una
maraton (Adams et al., 1993). Durante los siguientes 20 afios, el inmunoensayo para Tnlc se ha
optimizado considerablemente. La mayoria de los hospitales ahora han reemplazado las pruebas
de troponinas convencionales con las nuevas pruebas de alta sensibilidad (hs-cTn T e I) de quinta
generacion que pueden detectar troponina en concentraciones de 10 a 100 veces mas bajas que las
pruebas convencionales (Lippi, et. al, 2019). Basicamente, los ensayos de hs-cTn detectan la
troponina con mayor sensibilidad y precision en un momento anterior (Reichlin, et. al, 2009) y
permiten la deteccion y cuantificacion en 50% a idealmente 95% de los individuos sanos (Apple,

2012).
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6.4 IFL como tendencia para desarrollo de pruebas rapidas.

Los IFL se encuentran entre las plataformas de pruebas rapidas a lado del paciente mas
establecidas que se hayan aplicado con éxito en 4reas de atencion medica primaria o donde supone
un desafio debido a los pocos recursos existentes (Tripoliti et al., 2020). Las ultimas tendencias
apuntan hacia el desarrollo de dispositivos miniaturizados, mas sensibles, de bajo coste, basados

en nanotecnologia y dirigidos a aplicaciones no invasivas (McCarthy et al., 2019).

Este tipo de prueba cumple los requisitos propuestos en 2004 por la Organizacion Mundial de la
Salud para desarrollar el dispositivo como prueba rapida a lado del paciente (Pont-of-Care Testing

en inglés) “ideal” que puede resumirse con el acronimo en ingles REASSURED (WHO, 2004):

1. Tiempo real (Real-time connectivity): los resultados se agregan a un registro médico
electronico.

Facilidad de recoleccion de muestras (Ease of specimen collection).

Asequible (Affordable): De facil acceso para la poblacion de riesgo.

Sensible (Sensitive): De alta capacidad para detectar muestras positivas.

Especifico (Specific): De alta capacidad para detectar muestras negativas.

De facil uso (User friendly): Sin necesidad de conocimientos previos.

S A A e

Rapido (Rapid): Para permitir tomar decisiones inmediatas, y Robusto (Robust): Para
transportarlo y distribuirlo sin que se altere su funcionamiento.

8. Sin instrumentacion (Equipment-free).

9. Distribuible a los que lo necesitan (Delivered to-end-users), incluso paises en vias de

desarrollo.

Desde 2018, ASSURED ha sido renombrado con el acronimo REASSURED, donde las dos
primeras letras afadidas se relacionan con la conectividad en tiempo real (Real-time) y la facilidad
de recoleccion de muestras y el respeto al medio ambiente (Ease of specimen collection and
Environmental friendliness) para el control de calidad en las pruebas, el tratamiento y la superacion
de las dificultades en recoleccion y procesamiento de muestras Figura 6.4 (Land et al., 2018).
Debido a la pandemia de COVID-19, la necesidad emergente de pruebas rapidas a lado del paciente
ha hecho que el usuario confie en los resultados de las pruebas rapidas que se realizan en hospitales

y clinicas e incluso en aquellas pruebas que se realizan en la modalidad drive-thru (autoservicio).
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Estos hechos han creado una buena base para hacer que los dispositivos sean mas seguros y

confiables (Farrance, 2012).

REASSURED

(POCT requirements)

E
- _A ffordable
Real—time t J @

tivit
conecti Y /”I Sensitivity

De!iverable l@

Figura 6.4 Significado de las siglas REASSURED (Elaboracion propia).

6.5 Inmunoensayo de Flujo Lateral (IFL)

Los IFL son las variantes de los dispositivos basados en papel més abordados por los
cientificos para el desarrollo de pruebas rapidas a lado del paciente. El fundamento de los IFL se
basa en la reaccion antigeno-anticuerpo. El anticuerpo de captura o antigeno inmovilizado esta
unido a una membrana, generalmente de nitrocelulosa (Koczula y Gallotta, 2016). Se puede realizar
en un solo paso y en unos pocos minutos (de 5 a 30 min.). La tira inmunorreactiva (Ver figura 6.5)
consta de cuatro elementos genéricos: 1) almohadilla de muestra: aqui ocurre la primera
interaccion IFL-muestra y en algunos casos el pretratamiento de la muestra. En esta zona se asegura
el adecuado flujo por capilaridad y la integridad de la muestra a través del dispositivo. 2)
almohadilla conjugada: dependiendo del formato de inmunoensayo utilizado en la IFL, las
particulas (principalmente nanoparticulas de oro o microesferas de latex) se colocan en la
almohadilla del conjugado. Estas particulas se conjugan con: anticuerpo o antigeno (conocidos de
referencia) segun sea el formato. 3) membrana de reaccion: compuesta por la linea de prueba (P)

y la linea de control (C). En la linea C, anticuerpos complementarios, principalmente IgG (ratén,
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cabra, o conejo) son generalmente inmovilizados, teniendo la funciéon de indicar que los flujos
laterales son efectivos, y que los anticuerpos estan activos. 4) almohadilla de absorcion (AA); este
elemento recoge el exceso de muestra liquida y evita el reflujo (Koczula y Gallotta, 2016; Di Nardo

etal,2021; Liu et al, 2021; Majdinasab et al., 2022).

Esta evaluacion visual permite el andlisis cualitativo y semicuantitativo. La obtencion de
informacion cuantitativa puede mejorar sustancialmente la eficiencia de estos dispositivos y, en
consecuencia, aumentar su uso practico, lo anterior se puede lograr acoplando los dispositivos
basados en papel con técnicas como SERS la cual se basa en la mejora del fenomeno de dispersion

Raman de una molécula cuando se adsorbe tipicamente en una nanoestructura plasmonica.

direccion del flujo .
I linea control

=

‘ L ,) linea de prueba

almohadilla de membrana almohadilla absorbente

muestra tarjetade soporte
almohadilla del conjugado

Figura 6.5 Partes de un Inmunoensayo de Flujo Lateral (Koczula y Gallotta, 2016).

6.5.1 IFL formato tipo “sandwich”.

El formato de ensayo de sdndwich se usa tipicamente para detectar analitos relativamente
grandes. Si el analito tiene al menos dos sitios de union distintos (es decir, epitopos), se puede
desarrollar un inmunoensayo tipo "sandwich" en el que el epitope de un anticuerpo (que se conjuga
con la nanoparticula de oro, plata, etc.) se une con el epitopo del antigeno de la muestra y el epitopo
de otro anticuerpo (inmovilizado en la linea de prueba) se une a otro epitopo de ese mismo
antigeno. El formato sdndwich da como resultado una respuesta inmediata cualitativa mediante la
revelacion de color y una respuesta cuantitativa midiendo la intensidad de sefial (en el caso de ser
un método Optico) que es proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra (Oku and

Kamiya, 2001).
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6.6 Bioquimica de la Troponina I cardiaca (Tnlc).

La troponina I cardiaca humana (Tnlch) se considera un biomarcador cardiaco altamente
especifico, estd presente en el tejido del musculo cardiaco como una isoforma de 209 residuos de
aminoacidos, con un peso molecular de aproximadamente 24 kDa y un punto isoeléctrico
experimental entre 6,8 y 8,5 (Filatov ef al., 1999; Gomes et al., 2002; Peronnet et al., 2007; Apple
y Collinson, 2011). Se pueden encontrar tres isoformas diferentes de troponina I (Tnl) en humanos,
la isoforma de troponina I cardioespecifica (Tnlc) y dos isoformas que se expresan en el musculo
esquelético, denominadas troponina I de contraccion lenta (ssTnl) y troponina I de contraccion
rapida (fsTnl) (Hunkeler et al., 1991; Gaze y Collinson, 2008; Sheng y Jin, 2016). Las tres
isoformas son altamente homologas: la identidad de secuencia de Tnlc con ssTnl es de
aproximadamente 52 % y con fsTnl es de 46 % (HyTest, 2017). A pesar de esto, la isoforma Tnlc
esta bien diferenciada de las isoformas esqueléticas porque presenta una region N-terminal entre
los residuos de aminodacidos 1-32, considerada la region cardioespecifica (Al-Hillawi et al., 1995;
Keane et al., 1997; Larue et al., 1998). Del mismo modo, la molécula de Tnlc presenta regiones
altamente antigénicas que corresponden a los extremos amino N-terminal y carboxilo C-terminal
(Ferrieres et al., 1998). Tnlc también contiene secuencias antigénicas internas que comunmente se
consideran en el desarrollo de estrategias analiticas porque estas regiones son mas estables
(Collinson, et al., 2001; Gaze y Collinson, 2008). La Figura 6.6 muestra el mapa epitopico de Tnlc
que contiene los epitopos externos e internos informados hasta el momento (HyTest, 2022; Filatov

et al., 1998).
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110 120 130 150 160
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Figura 6.6 Mapa epitopico de Tnlc que contiene las secuencias de aminoacidos de los epitopos externos e
internos mas importantes adaptado de HyTest (2022) y Filatov et al. (1998).
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Por otro lado, la gran mayoria (>95%) de la Tnlc en sangre se ha encontrado en las formas
dominantes detectables como el complejo cTnT-IC ternario no covalente (complejo TIC), el
complejo Tnlc -C binario (complejo IC), y el complejo binario Tnlc -T (complejo IT). La forma
libre esta presente en una cantidad menor (~5%) (Katrukha et al., 1997; Apple et al., 2012).
6.7 Anticuerpos para Troponina I cardiaca (anti-Tnlc).

Aprovechando la misma interaccion antigeno-anticuerpo, ha sido posible la produccion a
gran escala de una variedad de anticuerpos contra Tnlc, anticuerpos policlonales (pAbs) y
monoclonales (mAbs) producidos por tecnologias tradicionales basadas en hibridomas y
recombinantes (rAbs) generados in vitro mediante el uso de genética (Hyytid, 2015; O'Kennedy
and Murphy, 2017; HyTest, 2022), que se han utilizado en el desarrollo de estrategias analiticas

para detectar a la Tnlc.

Por otro lado, es importante considerar las propiedades inmunogénicas como que los anticuerpos
vayan dirigidos especificamente contra los diferentes epitopos de la Tnlc, asi se minimizaria el
efecto de la interferencia negativa o positiva. La propia estructura del anticuerpo debe permanecer
estructuralmente estable, lo que limita considerablemente la orientacion y densidad vitales para
una inmunosuperficie eficiente, interactuar minimamente con la matriz de la muestra, esto proveera
una mayor biofuncionalizacion de la superficie sensora y tener un tamafio 6ptimo para maximizar
los sitios de unioén disponibles, lo que disminuye la sefal de deteccion. Ademds, deben ser
altamente especificos para la isoforma cardiaca de la troponina y no deben mostrar una reaccion

cruzada con las dos isoformas de troponina del musculo esquelético.

Debido a esto, se hace importante tomar en cuenta que estos factores interfieren en diversos grados
a los diferentes anticuerpos monoclonales, policlonales, recombinantes y sus fragmentos afectando
principalmente la especificidad, la sensibilidad y selectividad. Hasta ahora, los inmunoensayos
utilizados para Tnlc no estan estandarizados; por lo tanto, puede haber una diferencia sustancial en
los valores dependiendo del inmunoensayo utilizado (marca, formato, LOD, etc). Por lo tanto, se
requiere mas investigacion en plataformas basadas en multiples anticuerpos, orientacion de
multiples epitopos y una validacion rigurosa de los inmunoensayos estandarizados para garantizar

mediciones precisas (Lee and Liu, 2015).
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6.8 Materiales biodegradables para la construccion de los IFL: Cuticula de Agave (Agave

spp.).
El uso generalizado de pruebas rapidas en el punto de atenciéon médico, como el IFL, ha

generado una gran cantidad de residuos plasticos y microplasticos desechables. Estos residuos son
necesarios para evitar contaminaciones cruzadas y riesgos bioldgicos, pero su impacto ambiental
es preocupante. Hoy en dia, la membrana de nitrocelulosa es utilizada ampliamente en la
construccion de pruebas de diagndstico rapido. Esta membrana es reconocida por sus propiedades
unicas, como su capacidad para retener y transportar moléculas objetivo. Sin embargo, es
importante reconocer que la produccion y el uso de la membrana de nitrocelulosa pueden tener un
impacto negativo en el medio ambiente. La contaminacion ambiental asociada con la membrana
de nitrocelulosa se debe principalmente a dos factores: el uso de solventes organicos durante su

fabricacion y a su naturaleza no biodegradable.

Por otra parte, se presentan otras desventajas, como en la inmovilizacion de biomoléculas a la
celulosa, debido a que, aunque el proceso de inmovilizacion sobre este tipo de superficies tan
porosas es relativamente facil, ya sea mediante interacciones hidrofobicas u otras estrategias
alternativas que incluyen la conjugacion quimica con la nitrocelulosa o con la estreptavidina, el
proceso de adsorcion no es eficiente. Al ser la nitrocelulosa una superficie tan porosa, no es posible
controlar la carga de biomoléculas inmovilizadas impactando en una poca reproducibilidad de los
inmunoensayos amplificando los efectos de la interfaz. Y aunque estos efectos de adsorcion se
mitigan mediante el bloqueo de la membrana a través de la adsorcion de otras proteinas, el papel
de bloqueo puede tener el costo de reducir la sefial del ensayo y, por lo tanto, derivar en una menor

sensibilidad.

Para abordar este problema, es importante buscar alternativas que ademas de que resuelvan los
problemas anteriormente descritos, sean sostenibles y biodegradables. En esta tesis, se propone el
empleo de la cuticula de agave como una opcion prometedora para reemplazar la membrana de
nitrocelulosa, reduciendo el impacto ambiental asociado y optimizando la inmovilizacion de

moléculas biologicas.

El Agave spp. es una planta comun en México que sobrevive en condiciones extremas debido a su
cuticula. La cuticula se basa de ceras cuticulares de un poliéster de cadena corta; este poliéster se
encuentra en gran proporcion en la cuticula, entre el 40 al 80 % de su composicion total. Asi mismo,

sobre su superficie de la cuticula se hayan distribuidos las estomas, células oclusivas que forman
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parte de la epidermis de la planta y que delimitan entre ellas un poro llamado ostiolo que actiian
como interfaz entre las células y el entorno externo. Las estomas pueden cerrarse o abrirse en
funcion de la urgencia de las células oclusivas que lo forman. Si estas células oclusivas reciben
agua de las células adyacentes la estoma se abre, y si pierden agua las células adyacentes la estoma
se cierra. La figura x representa la morfologia caracteristica de la cuticula de una hoja (Almaraz-

Abarca et al., 2013).

Estoma

e - Epidermis

Haz vascular 1/
T Parénquima de
empalizada

Células <
adyacentes T

Ostiolo Células oclusivas

Figura 6.8. Representacion de la cuticula de una planta incluyendo sus elementos genéricos.

Hasta el momento, la cuticula de agave se ha utilizado para diversos propdsitos, como la
produccion de bioetanol y la formacion de compuestos biopoliméricos (Garcia, 2014; Silva, 2020;
Leide et al., 2020). En esta tesis proponemos el empleo de cuticula de agave como templete para
la inmovilizacién de biomoléculas, aprovechando propiedades como la homogeneidad estructural
y composicional e hidrofobicidad de este material organico. De esta manera se contribuye al uso
de materiales biodegradables en las pruebas de diagndstico rapido, esencial para reducir el impacto

ambiental.
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7.1 Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion que se llevard a cabo en este trabajo es un enfoque experimental.
En este tipo de investigacion, se realizaran experimentos y manipulacion de variables cuantitativas
con el objetivo de probar hipdtesis y obtener conclusiones sobre la construccion de un dispositivo,

especificamente un inmunosensor Optico, para la cuantificacion de Tnlc (troponina I cardiaca).

El enfoque experimental implica la realizacion de pruebas y mediciones controladas en un entorno
controlado, donde se manipulardn y controlaran las variables relevantes para evaluar su efecto en
el dispositivo propuesto. Los resultados obtenidos en los experimentos ayudardn a respaldar

afirmaciones y postulados sobre la viabilidad y eficacia del IFL para medir Tnlc.

7.2 Paradigma de la Investigacion

Esta investigacion estd regida por el paradigma de la complejidad que busca abordar la
comprension de los fendmenos naturales y sociales desde una vision integradora y
multidisciplinaria. Se basa en la nocion de que estos fendmenos son sistemas complejos
adaptativos, es decir, sistemas compuestos por multiples elementos interconectados que se adaptan

y evolucionan en respuesta a su entorno.

Desde el punto de vista del pensamiento, el paradigma de la complejidad hace suyo el concepto de
sistema complejo adaptativo (Gell-Man, 1995) como forma de comprender como son y cudl es la
dindmica de los fendémenos naturales y sociales del mundo. Incorpora la necesidad de un didlogo
continuado entre las distintas formas de conocer el mundo dada la existencia de incertidumbres en

cada una de ellas.

7.3 Teorias que sustenta la investigacion

La presente investigacion se sustenta en la racionalidad de los sistemas complejos y en la
teoria de sistemas, debido a que las ECV son un sistema complejo donde convergen multiples
factores (ambientales, sociales, econdmicos, politicos y biologicos) y cada uno de ellos influye en
la dindmica de la enfermedad. El estudio de estos factores debe estar basado en un modelo
interdisciplinario, donde cada subsistema debe aportar conocimiento para la construccion de
soluciones solidas a un problema de salud tan importante; al mismo tiempo, se generara tecnologia
mediante el desarrollo de un dispositivo que permita la deteccion en la prevencion, diagnostico y

prondstico de un IAM, lo que contribuiré a la disminucion de la alta tasa de mortalidad.
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8.1 Acondicionamiento
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nanotubos de carbono de
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Figura 8. Diagrama general de la metodologia.

8.3 Inmovilizacion de
anticuerpo policlonal (anti-
cTnl) sobre CA-CNT.

!

8.3.1 Inmunofluorescencia
indirecta (IFI).
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8.1 Acondicionamiento membrana de cuticula de agave (CA).

La cuticula de agave de agave spp, proveniente de fuentes agroecologicas fue adquirida en
linea (Walmart, 2022). Sin embargo, fue necesario realizar un tratamiento, el cual se propone en
esta tesis a fin de remover de su superficie material orgdnico excedente como ceras y otras
impurezas, ademas de cerrar estomas. Lo anterior a fin de obtener una superficie mas homogénea
para el proceso de inmovilizacidon de los nanotubos de carbono. El tratamiento propuesto consistio
en lo siguiente: Se lava y cepilla meticulosamente las piezas de cuticula de agave utilizando agua
potable, posteriormente se hierven durante 5 h/ 96 °C y se sumergen en NaOH al 2 % durante 30
min. La cuticula de agave se mantiene en agua desionizada hasta su uso. En la figura siguiente se

esquematiza el proceso de acondicionamiento de la cuticula de agave.

j

Cuticula de agave Lavado

e
y cepillado

Tratamiento térmico/qui mico
Desecador/ T.A.

Figura 8.1 Proceso de acondicionamiento membrana de cuticula de agave.
8.2 Deposito electroforético de nanotubos de carbono de multicapa (CTN) sobre la CA.
Sobre la CA tratada se depositaron nanotubos de carbono multicapa marca Sigma-Aldrich.
El deposito se realizdo mediante el método electroforético, y para esto los nanotubos de carbono

deben estar en una suspension estable la cual se elabor¢ a partir de los siguientes pasos.

8.2.1 Funcionalizacion aminada de CNT.
Se prepara una disolucion acida con 0.02 g de CNT, 15 mL de H2SO4 al 98% y 5 mL de HNO3 al
99%. Se deja reposar la disolucion por 48 h y posteriormente se filtra al vacio con agua desionizada
de 5-7 veces. Los CNT oxidados se dejan secar a temperatura ambiente por 48 h. Luego, los grupos
carboxilo (-COOH) de los CNT oxidados se convirtieron en grupos de cloruro de acilo (-COCI)
con cloruro de tionilo a 70 °C durante 24 h. El cloruro de tionilo sin reaccionar se elimind

calentando a 80 °C. Finalmente, 0,2 g de CNT funcionalizados con cloruro de acilo se sometieron
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a reflujo a 90 °C durante 24 h con etilendiamina para preparar CNT anclados a amina. La via de

reaccion se muestra en la Figura 8.2.1.

O-NH-CH;-CHg-NH;

1) 5OCly, 65 °C
O0H 2) EDA, RT

H,S0,HNO;
70 °C

CO-NH-CHy-CH-NH;
Figura 8.2.1 Reaccion de funcionalizacion de CTN-NH,.
8.2.2 Elaboracion de una suspension acuosa de CNT funcionalizados.
Se prepara 25 mL de una suspension acuosa empleando agua desionizada con 0.0026 g de
CNT-NH2 funcionalizados y 0.015 g de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) a 1.6 mM, se sonica la

suspension durante 20 min y se almacena a 4°C.

8.2.3 Obtencion de CA-CNT mediante deposicion electroforética.

Se corta una tira de 0,5 cm x 1cm de cuticula de agave que se tenia en agua desionizada.
Seguido de esto, se adhiere a la cuticula de agave en un electrodo de acero inoxidable. En una celda
electroforética se agregan 5 mL de la suspension acuosa de CNT y se coloca el electrodo con la
cuticula de agave adherida (anodo) y como contraelectrodo otra placa de acero inoxidable (catodo)
(previamente pulidos) para realizar el deposito electroforético, se aplicaron las siguientes
condiciones: 1 V, 10 mA durante 15 min/ 3 V, 10 mA durante 15 min. El sustrato de CA-CNT se

deja secar a temperatura ambiente durante 30 min y se almacena entre dos portaobjetos para generar

presion a la cuticula y permanezca plana.

¥

solucion de Electrodo El‘?““’fiio slce“’ Electrodeposicion en solucién de Electrodeposicion de la cuticula
CNT +CA foxidable CTN de agave-CTN

Figura 8.2.2 Proceso de depdsito electroforético de CTN sobre la CA.
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8.3 Inmovilizacion de anticuerpo policlonal (anti-Tnlc) sobre cuticulas de CA-CNT.

Para la /inea de prueba se utilizard anti-Tnlc, que es conocida también como zona de
captura. Es la zona donde se une el complejo analito-anticuerpo-conjugado a los anticuerpos
inmovilizados sobre la tira de ensayo, dando lugar a una linea o punto visible. Para la linea de
control se utilizard Tnlc de referencia, el cual es compatible con el anticuerpo de deteccion que

vamos a utilizar, también desarrollado en raton.

Se corta una tira de 0,5 cm x 1cm CA-CTN, se lava con agua desionizada y se marcan las areas de
(lineas de (P) y (C), 5 mm x 3 mm cada una), después, se le agregan 10 uL de 0,2 M EDC/ 0,05 M
NHS; en la relacion de volumen de 5:1 y se dejan reaccionar con 5 pL de anti-Tnlc (200 pg mL™")
aproximadamente 2 h/ 37 °C. Una vez fijados los anticuerpos se deja secar la membrana de CA-
CTN, consiguiendo de esta manera evaporar el disolvente en el cual se encontraban disueltos y
fijarlos directamente sobre la membrana. Cuando la membrana se encuentre totalmente seca, la
bloqueamos con una disolucion de albumina de suero bovino (BSA) al 2%, sumergiéndola

aproximadamente 15 minutos.

De esta manera se evita la adsorcion inespecifica que dificulta la visualizacion del resultado del
ensayo. Pasado el tiempo, lavamos la tira introduciéndola esta vez en una disolucion reguladora de
fosfatos (PBS 10 mM y pH = 7.4), durante 3 min y se deja secar 30 min / T.A. o hasta que esté

totalmente seca y se mantiene a 4 °C para su uso posterior.

8.3.1 Inmunoflorescia indirecta (IFI)
La técnica de inmunofluorescencia directa (IFI) se realizé de la siguiente manera: Se lava de
manera suave tres veces con PBS 1M pH = 7.4 el sustrato de CA-CTN-anti-Tnlc, seguido de esto,
se prepara una solucion 1:1000 de anticuerpos secundarios especificos para el anticuerpo primario
(anti-Tnlc) conjugados con un fluorocromo. Se agregan 10 pL de la solucion de anticuerpos
secundarios a las muestras y se asegura cubrir completamente las areas de interés, se dejan incubar
1 h/ T.A. Se lavan las muestras nuevamente con un PBS para eliminar el exceso de anticuerpos
secundarios no unidos. Se procede a poner los sustratos en el portaobjetos, se cubren con un
cubreobjetos y se fijan con esmalte de uias u otro sellador adecuado. Y, por altimo, se examinan
las muestras utilizando un microscopio de fluorescencia para detectar y analizar la fluorescencia

producida por la unién de los anticuerpos a los antigenos de interés.
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9. Resultados y Discusion
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Actividad 1. Acondicionamiento membrana de cuticula de agave (CA).
9.1 Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Antes de llevar a cabo la deposicion electroforética de nanotubos de carbono sobre la
superficie de la cuticula de agave, fue necesario acondicionar mediante un procedimiento
mecanico-térmico este sustrato (ver metodologia) para cerrar estomas y limpiar su superficie con
el fin de obtener un recubrimiento homogéneo de nanotubos. La caracterizacion morfoldgica de la
cuticula de agave no tratada y tratada fue realizada por SEM (figura 9.1) y las micrografias fueron
tomadas del lado interno de la cuticula. En ausencia de tratamiento (Figura 9.1 a 'y ¢) la cuticula de
agave presenta estomas tetraciticos abiertos de aspecto hundido con longitudes de 30 a 52 um. Se
observa igualmente fragmentos de material organico y cristales discontinuos alrededor de las

estomas de lo que pudiera corresponder a cera epicuticular (Dominguez et al., 2011).

Por otra parte, y a partir del andlisis de una micrografia independiente (ver anexo 1) fue posible
determinar la densidad promedio de estomas por mm?, siendo 69 estomas, congruente con lo
reportado en literatura (Vargas-Rodriguez et al., 2018). Una vez activada la cuticula de agave,
presenta estomas cerrados y menor cantidad de cera epicuticular (figura 9.1 a 'y d). De esta forma,
el tratamiento que se propone en esta tesis es eficiente para cerrar estomas, lo que permitira la
inmovilizacién de nanotubos de carbono incluso en las cavidades de los poros, asi como permite

la remocién del exceso de cera, homogenizando la superficie de la cuticula.

! ' % :{’WDH mm* SS50 S0y

1 - - 0001

SEI 20kV WDimm | §860 A (%100,

Figura 9.1 Micrografia SEM 100 pm: a) CA-no tratada, b) CA-tratada y SEM
tratada, d) CA-tratada.

5
o ago1 /13

50 um: ¢) CA-no
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9.2 Caracterizacion por Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

cuticula de agave-no tratada
cuticula de agave-tratada

125 4

120 -
115
110
105
100 - -
95—- - '

90

% Transmitancia

3297.61
2033.08 -4

2919.86
2851.24

T T T T T T T T T T v ~l T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda cm™’

Figura 9.2 Espectros FTIR de la muestra de: a) CA-no tratada y b) CA-tratada.

La medicion se realizo utilizando un espectrometro de infrarrojo por transformada de
Fourier en el rango de 4000 — 500 cm’ para todas las muestras. Los niimeros de onda
correspondientes a los diferentes rangos en el espectro infrarrojo de la cuticula de agave
proporcionan informacion valiosa sobre los grupos funcionales presentes en este material. Estos
grupos funcionales son indicativos de la composicion quimica y la estructura molecular de la

cuticula, lo que nos ayuda a comprender sus propiedades fisicas y quimicas.
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Tabla 9.2 Numeros de onda caracteristicos y asignacion de grupos funcionales de: CA-no tratada y CA-

tratada.
Numero de onda CA 4 . ., .
Asignacion posible
cm’! no tratada tratada
3366-3297 X X (OH) alcoholes, fenoles o agua.
2919-2847 X X enlaces C-H alifaticos
2358 X enlaces de triple (C=N).
2033 X (C=C) conjugados
1727 X X grupos carbonilo (C=0)
1645-1629 X X (C=C) conjugados.
1464-1155 X X doble enlace (C=C) conjugados
1024-1017 X X enlaces (C-N).
enlace carbono-carbono (C-C)
814-715 X X
fuera del plano.

La composicion de la cuticula de agave fue analizada y se obtuvieron los espectros

correspondientes para la muestra CA-no tratada y la CA-tratada.

En el rango de 3366-3297 cm™!, se observa una banda relacionada con la presencia de grupos de
estiramiento de hidroxilo (-OH). Esto sugiere la presencia de grupos de hidroxilo, como alcoholes

fenoles o agua, en la cuticula de agave.

En el rango de 2919-2847 cm’!, se observa una banda que indica la presencia de enlaces C-H
alifaticos, como los presentes en grupos metilo (-CH3) o metileno (-CHz-). Estos grupos pueden

contribuir a la estructura quimica de la cuticula y afectar sus propiedades fisicas.

La banda en el nimero de onda 2358 cm! es caracteristica de los enlaces de triple enlace carbono-
nitrégeno (C=N). Esto sugiere la posible presencia de grupos funcionales con enlaces de triple

enlace carbono-nitrégeno en la cuticula de agave.

En el ntimero de onda 2033 cm’! se observa una banda relacionada con los enlaces carbono-oxigeno

(C=0) presentes en los grupos carbonilo. Esto indica la presencia de grupos carbonilo en la

30



cuticula, lo cual puede tener implicaciones en sus propiedades quimicas y de interaccion con otras

sustancias.

La banda en el ntimero de onda 1727 cm™! también est4 asociada con los enlaces carbono-oxigeno
(C=0), pero en esta region se observa una mayor intensidad y anchura en comparacion con la banda
anterior. Esto puede indicar la presencia de ésteres de dcidos grasos en la composicion de la cuticula

de maguey.

En el rango de 1645-1629 cm™!, se observa una banda relacionada con los enlaces de doble enlace
carbono-carbono (C=C) conjugados. Esto sugiere la posible presencia de compuestos aromaticos
o alquenos en la cuticula como el 4cido cumadrico o estibenos, lo que puede contribuir a su

estructura y propiedades quimicas.

Las bandas en los nimeros de onda 1464-1155 cm™! también estan asociadas con los enlaces de
doble enlace carbono-carbono (C=C) conjugados. Estas bandas confirman la presencia de oxalato

de calcio en la cuticula de agave.

En el rango de 1024-1017 cm’!, se observa una banda relacionada con los enlaces carbono-
nitrégeno (C-N). Esto sugiere la posible presencia de grupos funcionales con enlaces carbono-

nitrégeno en la cuticula de agave.

La banda en el nimero de onda 814-715 cm™! esta asociada con los enlaces de doble enlace carbono-

carbono (C-C) fuera del plano en compuestos alifaticos.

Actividad 2. Deposito electroforético de nanotubos de carbono de multicapa (CTN) sobre CA.

9.3 Caracterizacion de morfologia por SEM.

Los nanotubos de carbono fueron inmovilizados electroforéticamente a 1 y 3 V durante 15
minutos sobre la CA-tratada. En la figura 9.3 se puede observar una coleccion de micrografias
obtenidas por SEM para los CA-CNT tomadas bajo estas condiciones a diferentes aumentos (100,
50 y 10 um). En las micrografias correspondientes a 1 V durante 15 minutos, se observa un
recubrimiento parcial pero homogéneo de nanotubos de carbono sobre toda la superficie de la

cuticula de agave, tanto en las cavidades como en los bordes que presenta. A 3 V y 15 minutos,
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se observa una superficie mas recubierta por los nanotubos de carbono, observandose cumulos en

los bordes de la superficie del tejido vegetal.

CA_Natural-tratada

1V CA_CTN

3V CA_CTN

SEl

20Ky

© WD imn 550 x100

400 | ——
o001

st

SEI

20KV

WD11mm  SS55 x2/000  10um
0001

Micrografia 10um

SE|

20k

WD mme Ssan x2,500" | Adum

G001

Micrografia 10um

2okv

aWDidinm  SS3E°

Micrografia 10um

Figura 9.3 Coleccion de micrografias 100, 50 y 10 um: cuticula de agave natural-tratada, 1V cuticula
de agave con nanotubos de carbono y 3V cuticula de agave con nanotubos de carbono.
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9.4 Caracterizacion por espectroscopia Raman.
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Figura 9.4 Espectro Raman de: a) cuticula de agave-tratada, b) 1 V cuticula de agave con nanotubos de
carbono y ¢) 3 V cuticula de agave con nanotubos de carbono.

La banda D estd adjudicada a un modo de respiracioén en anillo para el sp? 4tomos de
carbono hibridados y es caracteristico de nanotubos de pared multiple debido a la presencia de los
multiples defectos en sus paredes. La banda G representa el movimiento de flexion en el plano del
grafeno del sp? 4tomos de carbono hibridados. Esta banda est4 relacionada con la cristalinidad del
material, y el hecho que presente una menor intensidad Raman respecto a la banda D indica los
bajos niveles de cristalizacion congruente al acomodo asimétrico de las capas de grafeno en los
nanotubos multicapa. Respecto al espectro en ausencia de nanotubos, no se identifica alguna senal

Raman importante por lo que resulta conveniente como sustrato para la cuantificacion de analitos.
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9.4.1 Evaluacion de la homogeneidad y reproducibilidad de los sustratos CA-CNT.

Mediante espectroscopia Raman fue evaluada la homogeneidad del recubrimiento de los

nanotubos de carbono sobre la cuticula de agave. Para esto, se tomaron 5 mediciones en diferentes

sitios de un mismo sustrato a 1 y 3 V y se realizaron graficas de barras de error (Figura 9.4.1 a'y

b). Los valores de desviacion estandar obtenidos fueron de 0.19 y 029 para 1 y 3 V

respectivamente, lo que indica un tanto por ciento de confianza y representa un recubrimiento

homogéneo, siendo el mas homogéneo el de 1 V.
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Figura 9.4.1 Espectro Raman de 5 repeticiones de diferentes zonas del mismo sustrato 1V cuticula de agave
con nanotubos de carbono A). Grafica de barras de error de 1V cuticula de agave con nanotubos de carbono
indicando a) desviacion estandar, b) Error estandar y c) Intervalo de confianza B).
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Figura 9.4.2 Espectro Raman de 5 repeticiones en diferentes zonal del mismo sustrato de 3V cuticula de
agave con nanotubos de carbono C). Grafica de barras de error de 3V cuticula de agave con nanotubos de
carbono indicando a) desviacion estandar, b) Error estandar y ¢) Intervalo de confianza D).
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Para evaluar la reproducibilidad del recubrimiento de los nanotubos de carbono sobre la

cuticula de agave se tomaron 5 mediciones en diferentes substratos obtenidos a las mismas

condiciones (1 o 3 V) y se realizaron graficas de barras de error (Figura 9.4.2 b y d). Los valores

de desviacion estandar obtenidos fueron de 2.45 y 2.84 para 1 y 3 V respectivamente, lo que indica

un tanto por ciento de confianza y representa un recubrimiento reproducible, siendo el mas

reproducibles el de 1 V.
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Figura 9.4.3 Espectro Raman de 5 repeticiones de diferentes sustratos a 1V cuticula de agave con nanotubos
de carbono A). Grafica de barras de error de 1V cuticula de agave con nanotubos de carbono indicando a)
desviacion estandar, b) Error estandar y ¢) Intervalo de confianza B).
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Figura 9.4.4 Espectro Raman de 5 repeticiones de diferentes sustratos a 3V cuticula de agave con nanotubos
de carbono C). Grafica de barras de error de 3V cuticula de agave con nanotubos de carbono indicando a)
desviacion estandar, b) Error estandar y c) Intervalo de confianza D).
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9.5 Caracterizacion por FT-IR.
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Figura 9.5 Espectros FTIR de la muestra de: a) CA-blanco y b) 1V CA-CTN y ¢) 3V CA-CTN.

Los nimeros de onda del espectro infrarrojo de la cuticula de agave con nanotubos de carbono

proporcionan informacion sobre las interacciones y modificaciones quimicas que ocurren en la

interfaz entre ambos materiales. Estos numeros de onda nos ayudan a comprender las propiedades

y caracteristicas de la cuticula de agave modificada con nanotubos de carbono.

Tabla 9.5 Numeros de onda caracteristicos y asignacion de grupos funcionales de: cuticula de agave-
tratada (CA_tratada) y 1 V y 3V cuticula de agave con nanotubos de carbono (CA-CTN).

Numero de onda

CA-CTN  CA-CIN

CA_tratada Asignacion posible
cm’ v 3V
3353 X estiramiento de hidroxilo (OH).
enlaces C-H alifaticos o grupos
2916-2847
X X X metilo (CH3)
2164 X enlaces de triple enlace (C=N).

38



2000-1987 X X X grupos carbonilos (C=0).
1727 X X X grupos carbonilos (C=0).
1645 X doble enlace (C=C).

1418-1159 X X X enlaces de doble enlace (C=C).

1017-1027 X X X enlaces (C-N).

873-719 X X X enlaces C-H fuera del plano.
571 X enlaces C-C.

En el niimero de onda 3353 cm™!, se observa una banda relacionada con los grupos de estiramiento
de hidroxilo (-OH). Esto sugiere la presencia de grupos hidroxilo en la interfaz, lo cual puede ser
el resultado de la interaccion entre los nanotubos de carbono y los grupos funcionales de la cuticula

de agave.

En el rango de 2916-2847 cm!, se observa una banda asociada a los enlaces C-H alifaticos. Esto
indica que tanto la cuticula de agave como los nanotubos de carbono pueden contener grupos metilo
(-CH3) o metileno (-CHz-). La presencia de estos grupos puede afectar las propiedades fisicas y

quimicas del recubrimiento.

El nimero de onda 2164 cm-1 esta relacionado con los enlaces de triple enlace carbono-nitrogeno
(C=N). Esto sugiere la presencia de grupos funcionales con enlaces de triple enlace carbono-

nitrogeno en la interfaz entre la cuticula de agave y los nanotubos de carbono.

En el rango de 2000-1987 cm-1, se observa una banda que indica la presencia de grupos carbonilo
(C=0). Esto sugiere la presencia de grupos carbonilo en la interfaz, lo cual puede tener

implicaciones en las propiedades quimicas y de union entre los materiales.

La banda en el niimero de onda 1727 cm™ est4 asociada con los enlaces carbono-oxigeno (C=0).
Esto indica la presencia de grupos carbonilo en la interfaz y puede influir en las propiedades

quimicas y de interaccion entre la cuticula de agave y los nanotubos de carbono.

La banda en el nimero de onda 1645 cm'! est4 relacionada con los enlaces de doble enlace carbono-
carbono (C=C). Esto sugiere la existencia de compuestos aromaticos o alquenos en la interfaz entre

la cuticula de agave y los nanotubos de carbono.
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Las bandas en los numeros de onda 1418-1159 cm-1y 1017-1027 cm-1 también estan asociadas
con los enlaces de doble enlace carbono-carbono (C=C). Esto indica la presencia de compuestos

aromaticos o alquenos en la interfaz.

En el rango de 873-719 cm™!, se observan bandas relacionadas con los enlaces C-H fuera del plano

en compuestos aromaticos. Esto sugiere la presencia de grupos aromaticos en la interfaz.

La banda en el nimero de onda 571 cm™! puede estar asociada con vibraciones de los nanotubos de
carbono, ya que los nanotubos de carbono poseen modos vibracionales especificos en esta region

del espectro infrarrojo.

Actividad 3. Inmovilizacidon de anticuerpo policlonal (anti-Tnlc) sobre la CA-CNT.

9.6 Caracterizacion por espectroscopia Raman
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Figura 9.6.1 Espectros Raman de: a) 1V cuticula de agave con nanotubos de carbono y b) 1V cuticula de
agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacion de anticuerpos anti-Tnlc.

Los nanotubos de carbono tienen modos de vibracion caracteristicos en los espectros Raman, como
la banda G (aproximadamente 1580 cm) y la banda D (aproximadamente 1350 cm™). La

inmovilizacién de anticuerpos anti-Tnlc sobre la superficie de la cuticula de agave con los
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nanotubos de carbono muestran las bandas caracteristicas, pero dan lugar a un cambio significativo
sobre la intensidad en los espectros Raman. Estos cambios estdn asociados con las interacciones y
modificaciones quimicas entre los anticuerpos y los nanotubos de carbono, asi como con los

cambios en la estructura y la conformacion de los anticuerpos.

200 :SV Cuticula agave-nanotubos carbono
- 3V Clticula agave-nanotubos carbono_anti-cTnl
180 —
160 —
© 1
ERR
S 120
-o(G -4
< 100
& 80
O -
2 60
g ] ©)
= 40
20 —- d)
0 _WWMMMM
T T T T T T T 1
400 800 1200 1600 2000

Corrimiento Raman (cm™)

Figura 9.6.2 Espectros Raman de: b) 3V cuticula de agave con nanotubos de carbono y d) 3V cuticula de
agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacidon de anticuerpos anti-Tnlc.
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9.7 Caracterizacion por FT-IR.

=1V Cuticula agave-nanotubod carbono_anti_cTnl
T 1V Cuticula agave-nanotubod carbono

% Transmitancia

-20 T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda cm™’

Figura 9.7.1 Espectros FTIR de: a) 1 V cuticula de agave con nanotubos de carbono y b) 1 V cuticula de
agave-nanotubos de carbono con la inmovilizaciéon de anticuerpos anti-Tnlc.

Basandonos en los numeros de onda caracteristicos proporcionados por los espectros en el rango
infrarrojo, podemos realizar una discusion sobre los posibles grupos funcionales presentes en los
espectros de la condicion 1 V cuticula de agave-nanotubos de carbono (CA-CTN) y 1 V cuticula
de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacién de anticuerpos anti-Tnlc (CA-CTN-anti-

Tnlc) en base a la siguiente tabla:
Tabla 9.7.1 Numeros de onda caracteristicos y asignacion de grupos funcionales de: 1 V cuticula de agave-

nanotubos de carbono (CA-CTN) y 1 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacion de
anticuerpos anti-Tnlc (CA-CTN _ anti-Tnlc).

Numero de onda CA-CTN CA-CTN anti-Tnlc

Asignacion posible
cm! v v £ P
3738-3322 X enlaces O-H y N-H.
enlaces C-H alifaticos o
2916-2849 X X
C-H aromaticos.
2359-2344 X tripletes de (C=N).
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2097 X enlaces (C-N).
1730-1725 X X grupos carbonilo (C=0).
1649-1601 X X enlaces (C=C) conjugados.

1466 X X enlaces C-H deformados.
1162-1156 X X grupos fosfato (PO4>)

1032 X enlace (C-P).

3738-3322 cm’!: Esta region puede estar asociada con los modos de vibracion de los grupos
hidroxilo O-H y N-H, lo que indica la posible presencia de grupos hidroxilo y amino por los

anticuerpos.

2916-2849 cm™': Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracion de los grupos
alifaticos de los enlaces C-H, lo que indica la presencia de cadenas de carbono en la cuticula de

agave y en los nanotubos de carbono.

2359-2344 cm': Esta banda puede corresponder a los modos de vibracion caracteristicos de los
nanotubos de carbono, como la banda G, que esta relacionada con la vibracion de los enlaces C=C

en la estructura de los nanotubos.

2097 cm’!: Esta region puede indicar la presencia de grupos funcionales como las aminas que

pueden estar asociados a vibraciones caracteristicas de los anticuerpos anti-Tnlc.

1730-1725 cm™: Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracion del grupo
carbonilo (C=0), lo que sugiere la presencia de grupos carbonilo en la cuticula de agave o en los

anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados.

1649-1601 cm™': Esta region puede indicar la presencia de grupos amida (C=O y N-H), lo que
sugiere la presencia de los anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados en la superficie de los nanotubos

de carbono.

1466 cm™': Esta banda puede corresponder a los modos de vibracion de los nanotubos de carbono,

como la banda D, que esté asociada con la presencia de defectos en la estructura de los nanotubos.

1162-1156 cm™': Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracion de los grupos

fosfato (PO4>), lo que indica la presencia de los anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados.
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1032 cm!: Esta banda puede ser atribuida a las vibraciones del enlace carbono-fosforo (C-P), lo

que respalda la presencia de los anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados.

% Transmitancia
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Figura 9.7.2 Espectros FTIR de: a) 3V cuticula de agave con nanotubos de carbono y b) 3V cuticula de
agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacion de anticuerpos anti-Tnlc.

Para analizar los nlimeros de onda caracteristicos y la asignacion de grupos funcionales en la

muestra de 3 V cuticula de agave-nanotubos de carbono (CA-CTN) y la muestra de 3 V cuticula

de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacién de anticuerpos anti-Tnlc (CA-CTN-anti-

Tnlc), examinaremos los rangos de numeros de onda proporcionados y su posible correlacion con

las vibraciones moleculares caracteristicas en la tabla siguiente:
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Tabla 9.7.2 Numeros de onda caracteristicos y asignacion de grupos funcionales de: 3 V cuticula de agave-
nanotubos de carbono (CA-CTN) y 3 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacion de
anticuerpos anti-Tnlc (CA-CTN _ anti-Tnlc).

Numero de onda CA-CTN  CA-CTN anti-Tnlc Asignacion posible
cm! 3V k1%

3740-3297 X grupos hidroxilo (-OH).

X X enlaces C-H alifaticos o
2913-2849

grupos metilo (-CH3).
X enlaces carbono-nitrogeno
2360-2337
(C=N).

2104 X enlaces (C-N).
1731-1726 X X grupos carbonilo (C=0).
1645-1615 X X (C=C) conjugados.

1464 X X enlaces C-H deformados.

1162 X X grupos fosfato (PO4+*>).

Los posibles grupos funcionales presentes en los espectros de la cuticula de agave con
nanotubos de carbono a 3V (3V-CA-CNT) y la cuticula de agave-nanotubos de carbono con la

inmovilizacidon de anticuerpos anti-Tnlc a 3V (3V-CA-CNT anti-Tnlc).

3740-3297 cm’!: Esta region puede estar asociada con los modos de vibracién de los grupos
hidroxilo (-OH), indicando la presencia de enlaces de hidrogeno y posiblemente en la superficie de

los nanotubos de carbono.

2913-2849 cm': Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracion de los grupos
alifaticos de los enlaces C-H, lo que indica la presencia de cadenas de carbono en la cuticula de

agave y en los nanotubos de carbono.

2360-2337 cm’!: Esta banda puede corresponder a los modos de vibracion caracteristicos de los
nanotubos de carbono, como la banda G, que esta relacionada con la vibracion de los enlaces

carbono-carbono en la estructura de los nanotubos.
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2104 cm!: Esta region puede indicar la presencia de grupos funcionales relacionados con la
cuticula de agave o con la inmovilizacion de los anticuerpos anti-Tnlc, aunque se requiere un

analisis mas detallado para una asignacion precisa.

1731-1726 cm™: Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracion del grupo

carbonilo (C=0), lo que sugiere la presencia de grupos carbonilo en la cuticula de agave.

1645-1615 cm™': Esta region puede indicar la presencia de grupos amida (C=0O y N-H), lo que
sugiere la presencia de los anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados en la superficie de los nanotubos

de carbono.

1464 cm™': Esta banda puede corresponder a los modos de vibracién de los nanotubos de carbono,

como la banda D, que esta asociada con la presencia de defectos en la estructura de los nanotubos.

1162 cm™': Esta banda puede estar relacionada con los modos de vibracién de los grupos fosfato

(PO4>), lo que indica la presencia de los anticuerpos anti-Tnlc inmovilizados.

9.8 Identificacion de anticuerpos policlonales anti-Tnlc anclados sobre el sustrato CA-CTN

por Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Figura 9.8.1 Micrografia 100x de 1 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizacion de
anticuerpos anti-Tnlc, después de la aplicacion de IFI.
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En la micrografia de alta resolucion de 1 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la
inmovilizacién de anticuerpos anti-Tnlc después de la aplicacion de IFI (inmunofluorescencia
indirecta), se observan puntos o areas brillantes distribuidas sobre la superficie de la muestra. Estas
areas brillantes representarian la union especifica de los anticuerpos anti-Tnlc a los nanotubos de

carbono en la cuticula de agave.

La intensidad y distribucion de las areas brillantes dependen de factores, como la eficiencia de la
inmovilizacion de los anticuerpos, la densidad de los nanotubos de carbono y la presencia de la
proteina Tnlc en la muestra. En general, se espera que las areas brillantes sean mas prominentes en
las zonas donde hay una mayor inmovilizacion de anticuerpos Tnlc y una mayor concentracion de

anticuerpo secundario unido a un fluoréforo.

Figura 9.8.2 Micrografia 100x de 3 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la inmovilizaciéon de
anticuerpos anti-Tnlc, después de la aplicacion de la técnica IFI.

En la micrografia de la muestra de 3 V cuticula de agave-nanotubos de carbono con la
inmovilizacidon de anticuerpos anti-Tnlc de la técnica IFI, se observa patrones de fluorescencia
distribuidos sobre la superficie de la muestra. La presencia de puntos o areas brillantes en la
micrografia indicaria la union especifica de los anticuerpos anti- Tnlc a los nanotubos de carbono

en la cuticula de agave.

Al comparar las micrografias de 100x de la muestra de 1 V cuticula de agave-nanotubos de carbono

con la inmovilizacion de anticuerpos anti-Tnlc y la muestra de 3 V cuticula de agave-nanotubos de
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carbono con la inmovilizacion de anticuerpos anti-Tnlc después de la aplicacion de la técnica IFI,

se observa una diferencia en la uniformidad y homogeneidad de la fluorescencia.

En la micrografia de 1 V, es probable que se observe una distribucion mas uniforme y homogénea
de la fluorescencia en toda la superficie de la muestra. Esto indica una mayor eficiencia en la
inmovilizacidon de los anticuerpos anti-Tnlc en los nanotubos de carbono y una mayor presencia de
la proteina Tnlc en la muestra. La fluorescencia aparecera de manera mas consistente y extendida

en comparacion con la micrografia de 3 V.

Por otro lado, en la micrografia de 3 V, es posible que se observe una variabilidad en la intensidad
y distribucion de la fluorescencia. Esto puede deberse a una mayor concentracion de nanotubos de
carbono en ciertas areas de la muestra, lo que resulta en la formaciéon de agregados o cimulos de
anticuerpos y fluorescencia mas intensa en esos puntos. Sin embargo, es importante mencionar que
los cimulos pueden indicar una menor uniformidad en la inmovilizacion de los anticuerpos y la

presencia de zonas con una menor densidad de nanotubos de carbono.
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10. Conclusiones
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1. El tratamiento térmico-quimico de la cuticula de agave logra el cierre de las estomas y la limpieza
de la superficie, facilitando la deposicion electroforética de nanotubos de carbono y obteniendo un
recubrimiento homogéneo. Estos resultados son relevantes para la metodologia propuesta,

confirmando una preparacion adecuada del sustrato para el recubrimiento de nanotubos de carbono.

2. La inmovilizacién electroforética de nanotubos de carbono en la cuticula de agave tratada ha
resultado en un recubrimiento parcial pero uniforme en toda la superficie. El uso de diferentes
voltajes ha demostrado que un voltaje de 1 V durante 15 minutos proporciona una distribucion
uniforme de nanotubos, mientras que un voltaje de 3 V aumenta el recubrimiento, pero con la
formacion de camulos en los bordes. Estos resultados respaldan la eficacia de la técnica de
inmovilizacion electroforética y proporcionan informacién valiosa para optimizar las condiciones

de recubrimiento en investigaciones futuras.

3. Los espectros Raman confirman la presencia de nanotubos de carbono en los sustratos CA-CNT,
evidenciados por las bandas D y G caracteristicas. Estos resultados respaldan la inmovilizacion
exitosa de los nanotubos de carbono en la cuticula de agave tratada. Ademas, la ausencia de sefiales
Raman significativas en la cuticula de agave sin nanotubos la convierte en un sustrato prometedor

para aplicaciones de cuantificacion de analitos.

4. Los resultados indican que tanto el recubrimiento a 1 V como a 3 V sobre la cuticula de agave
son homogéneos en términos de la inmovilizaciéon de nanotubos de carbono. Sin embargo, el
recubrimiento a 1 V muestra una mayor uniformidad y menor variabilidad, lo que lo convierte en
la opcion preferida. Estos hallazgos respaldan la efectividad de la inmovilizacion electroforética a

1 V para lograr un recubrimiento homogéneo de nanotubos de carbono sobre la cuticula de agave.

5. La muestra de 1 V presenta una distribucion mas uniforme y homogénea de la fluorescencia en
comparacion con la muestra de 3 V. Esto sugiere una mayor eficiencia en la inmovilizacion de los
anticuerpos anti-Tnlc. Por lo tanto, la condicién de 1 V podria ser més adecuada para obtener una
mayor uniformidad en la inmovilizacion de los anticuerpos y una mejor deteccion de la proteina

de interés sobre la cuticula de agave-nanotubos de carbono.
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Los resultados y discusiones presentados respaldan la viabilidad y efectividad de la metodologia
propuesta, brindando informacién valiosa para la optimizacion de las condiciones de preparacion
y recubrimiento de los sustratos CA-CNT. Estos hallazgos son relevantes para el desarrollo de
pruebas rapidas basados en la cuticula de agave y nanotubos de carbono, con aplicaciones

potenciales en la deteccién de biomarcadores y el diagnostico de enfermedades cardiovasculares.
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Anexo 1

Para el conteo de estomas se considero el nimero de estomas cuando las dos células oclusivas
estaban presentes y las células epidérmicas.

El indice estomadtico (IE) se calcul6 utilizando la férmula siguiente:

NE

IE = ———
CE + NE

x 100
donde:

NE: nimero de estomas.

CE: niimero de células epidérmicas.

95

E=—————x100=33929
158+95x 00=3392%

La densidad estomatica (DE) se calcul6 utilizando la formula siguiente:
7 estomas ------------------ 100098 mm? tamafio de la lente

69.93 estomas ---------------- 1 mm
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Anexo 2
Reactivos y Equipos

= Reactivos

Los reactivos empleados para los procedimientos que se describen se mencionan a continuacion.
Los nanotubos de carbono de pared multiple (CNT) fueron adquiridos de Fisher. El 4cido sulfurico
(H2S04) y el 4cido citrico (CéeH807) fueron adquiridos por FERMONT con una pureza de 99%
utilizadas para la preparacion de la disolucion para la activacion de los CNT. El cloruro de acilo y
el clorhidrato de cisteamina se compraron en Acros organics y Sigma-Aldrich respectivamente.
Filtro de membrana de nitrocelulosa fue comprada Sigma-Aldrich para la filtracion de CNT. El
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) con una pureza de 99% fue adquirido de Sigma-
Aldrich para estabilizar los CNT. El hidréxido de sodio (NaOH) con una pureza de 99% fueron
comprados a Sigma-Aldrich para enjuagar la CA. El fosfato monopotésico (KH2PO4) y el fosfato
dipotasico (K2HPO4) se adquirieron de FERMONT, ambos con una pureza de 99% para la
preparacién con agua desionizada para el buffer fosfatos (PBS). Para la inmovilizacion, los
anticuerpos policlonales anti Tnlc en dilucion 1:1000 (codigo 4002) se obtuvieron de Cell
Signaling y finalmente para realizar la quimica 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

(EDC)/N-hidroxisulfosucinimida (NHS) se adquirieron de Sigma-Aldrich.

= Equipos

1. El equipo utilizado para la electrodeposicion fue una fuente de poder BioRad, modelo Power
3000 que consiste en un sistema de electrotransferencia que contiene geles y las membranas,
electrodos (generalmente de grafito o acero inoxidable), una fuente de alimentacion eléctrica para
suministrar la corriente necesaria, y un controlador o software para ajustar los pardmetros de

electrodeposicion, como el voltaje y la duracion

2. En la dispersion de oro sobre las muestras para SEM, se utilizo el equipo Denton Vacuum Desk
V. Este equipo es un evaporador térmico que se utiliza para la deposicion de peliculas delgadas de
materiales, como en este caso, oro. Las principales caracteristicas y especificaciones del equipo

Denton Vacuum Desk V son:
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Tipo de deposicion: Evaporacion térmica

Fuente de evaporacion: Fuente de filamento de tungsteno

Control de temperatura: Permite calentar el material a evaporar

Sistema de bombeo: Utiliza bombas de vacio para crear y mantener el vacio en la camara
de deposicion.

Control de deposicion: Permite controlar el espesor y la velocidad de deposicion del
material.

Sistema de vacio: Crea un ambiente de alto vacio dentro de la camara de deposicion para

evitar la presencia de gases y contaminantes durante la evaporacion.

3. En la caracterizacion morfoldgica de las muestras, se utilizd un microscopio electronico de

barrido (SEM) Jeol JSSM-6610LYV. Este equipo cuenta con las siguientes especificaciones:

ISR NN N AN

Resolucion: 3.0 nm a 30 kV

Modos de operacion: SE (electrones secundarios) y BSE (electrones retrodispersados).
Aceleracion de voltaje: 0.5 a 30 kV

Amplificacion de imagen: 30x a 300,000x

Detector de electrones secundarios: Everhart-Thornley

Detector de electrones retrodispersados: de tipo anular

Sistema de alto vacio

4. Para la adquisicion de los espectros por espectroscopia Raman, se utilizo el equipo marca

Xplora, modelo BX41TF. Este equipo se usaron las siguientes especificaciones:

YV V V V V V

Tiempo de adquisicion: 5 segundos.

Fuente de laser: Laser de 785 nm.

Rango espectral: 200-2000 cm™.

Modos de medicion: Modo confocal.

Detector: Detector de alta sensibilidad, como un detector CCD o un detector PMT.
Microscopio Optico: permite la localizacion precisa de la region de interés para la medicion
Raman en se uso6 el 100x con un filtro del 10%.

Software de analisis: dedicado para el analisis y procesamiento de los espectros Raman

adquiridos.
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5. Para la obtencion de los espectros de infrarrojo utilizando Reflectancia Total Atenuada (ATR),

se utilizo el espectrometro modelo ALPHA II Platinum, de la marca Bruker. Este equipo

cuenta con las siguientes caracteristicas:

Modelo: ALPHA II Platinum

Marca: Bruker

Técnica de medicion: Reflectancia Total Atenuada (ATR)
Rango espectral: 4000-400 cm’!

Resolucion: 4 cm™

Numero de escaneos por muestra: 32

Software de adquisicion y andlisis

6. El Microscopio Trinocular de Contraste de Fase/Fluorescencia marca Optika fue utilizado

para las muestras con las siguientes especificaciones:

v
v

Objetivos: 100x.

Condensador: Condensador de contraste de fase integrado, que permite generar un contraste
optico mejorado en las muestras transparentes.

Filtro: 50% para la observacion de la fluorescencia.

Fuente de luz: Sistema de iluminacién halégena o LED, que proporciona una iluminacion

brillante y controlable para la observacion de la muestra.
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