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A Paola, mi madre...

"My star, it will be for you one of the stars.
So, all the stars, you will love to look at them...

They will be all your friends. And then I'll give you a present...
When you look at the sky at night, since I will live in one of them,
since I will laugh in one of them, then it will be for you
as if all the stars were laughing..."
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Resumen

En el presente trabajo de tesis se propone desarrollar un biosensor con una rejilla de
periodo largo (RPL) en fibra optica (FO) para la deteccion de la proteina Interleucina-10
(IL-10), citocina conocida como regulador antiinflamatorio con un potencial terapéutico en
diversos entornos clinicos. Como elemento de reconocimiento biologico (ERB) de alta especi-
ficidad se utiliza el anticuerpo policlonal receptor de IL-10, el cual detecta particularmente a
la proteina IL-10 presente en el plasma sanguineo del modelo murino, al cual se le induce un
cuadro de isquemia cerebral. Cada biosensor es caracterizado mediante microscopia 6ptica y
espectros de transmision a los que se les realiza Anélisis de Componentes Principales, ade-
més, para verificar la alta especificidad del ERB se usaron otros analitos como el estandar
de proteina IL-10, Anticuerpo Kisspeptina, control OPN-5 y Proteinasa-K, las cuéles sirven

como muestras de control.
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Introduccion

Un biosensor puede ser definido como un dispositivo unitario que comprende un elemento
de reconocimiento, bioldgicamente derivado y sensible, asociado a una respuesta quimica o
fisica de un transductor |1,2|. El elemento de reconocimiento biolégico (ERB) de un bio-
sensor puede ser enzimas, anticuerpos, organelos, tejidos o células completas que detectan
compuestos quimicos especificos generando una respuesta (reaccion quimica) en el elemento
transductor, el cual puede ser de tipo 6ptico, actustico, electroquimico, piezoeléctrico, mag-
nético, calorimétrico o mecanico, los cuales nos proporcionan una senal que se mide con

facilidad [3].

Recientemente, los sensores a base de fibra 6ptica (FO), se han convertido en una parte
importante en la tecnologia de sensado, su uso como pruebas o elementos de sensado se ha
incrementado en aplicaciones clinicas, farmacéuticas, industriales y militares. Su capacidad
para guiar la luz en un amplio rango espectral, la capacidad de interacciéon en un segmento
largo de la superficie, su capacidad para excitar a las moléculas objetivo y como receptor de
la interaccion de la luz con el medio que la rodea o los objetivos son las principales ventajas

del uso de estos sensores [1,4-6].

Los biosensores 6pticos fabricados con FO, se basan en el principio de la deteccién de
la informacién recopilada por la onda evanescente que interactia con el analito que esté en
contacto directo con la superficie de la guia de onda, esto se logra mediante un cambio en
el coeficiente de extincion de la onda evanescente derivado del cambio del indice de refrac-
cién circundante a la superficie del sensor. Mientras que los sensores basados en rejillas de

periodo largo (RPL) trabajan solo en transmision y requieren de un periodo de modulacion
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mayor o igual a los 100 micrémetros, sus propiedades mas importantes son que tienen baja
reflectividad, menores pérdidas de la informacion (senal), ancho de banda mayor y una ma-
yor sensibilidad a pardmetros externos. El conjunto de estas caracteristicas permite que se

espere una mejor senal y mayor capacidad de sensado.

Ademés, el uso de proteinas o anticuerpos como ERB en sensores de FO ha reportado
tener una alta especificidad para la deteccidon de analitos particulares debido a su afinidad
con los mismos [3|, por ejemplo, el uso de anticuerpo policlonal OPN5 para la deteccion de la
Opsina OPN-5 presente en el tejido de cerebro de modelo murino y la cual es un importante
biomarcador en diferentes tipos de cancer 7] o el uso del anticuerpo policlonal receptor de
Kisspeptina para la deteccion de Kisspeptina expresada durante la pubertad y la cual podria

estar relacionada con la supresion de la metastasis en el cancer de mama [8].

Por otra parte, podemos mencionar que en el proceso isquémico cerebral se aumenta la
expresion de citocinas proinflamatorias, en las primeras horas de la induccién se liberan fac-
tores de necrosis tumoral, interleucinas y distintos tipos de interferéon. Las concentraciones
de citocinas también se elevan en la sangre y en el liquido cefalorraquideo, de donde se ha
demostrado concentraciones elevadas de IL-6 que se relacionan con el deterioro neurolégico.
Asi mismo se han encontrado niveles bajos de IL-10 en pacientes con un mal prondstico
después del proceso isquémico y niveles altos de IL-10 en respuesta antiinflamatoria en pro-
cesos isquémicos de otros 6rganos, lo que concuerda con las multiples conclusiones sobre la

importancia y beneficios de la IL.-10 en el organismo.

En el primer capitulo de este trabajo se abordara la teoria basica de los biosensores de
FO con RPL, lo que incluye las ecuaciones de guia de onda, acoplamiento de modos en fibras
con rejillas de periodo largo y el sensado usando las mismas. En el segundo capitulo se des-
cribe la metodologia del autoensamblado del biosensor la cual comprende: 1) la construccion
de la RPL, mediante grabado por arco eléctrico, 2) la preparacién quimica de la superficie
mediante la hidroxilacion y funcionalizacion, 3) la activacion gupos aminos de la superficie

y la inmovilizacion del anticuerpo (receptor de IL-10) y finalmente la deteccion.
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El tercer capitulo aborda la caracterizacion del biosensor mediante microscopia éptica y
los espectros de transmision obtenidos usando un analizador de espectros opticos (OSA), en
los que se puede observar la respuesta de los biosensores en funciéon de la longitud de onda.
Finalmente se analizan los espectros de transmision mediante el analisis de componentes
principales (PCA) utilizando el software OriginPro 2016, con lo que se puede discriminar
entre las muestras de diferentes tiempos de induccién de la isquemia, con o sin tratamiento
y, ademas, las muestras de control se agrupan en el plano negativo de PC1, mientras que la

deteccion del estdndar de I1.-10 se agrupa en el plano positivo.

0.1. Objetivo general

Desarrollar un biosensor con anticuerpo policlonal de Interleucina 10 como elemento de
reconocimiento bioldgico y como matriz soporte una rejilla de periodo largo construida en

una fibra monomodo SMF-28 para aplicaciones en optogenética.

0.2. Objetivo especifico y metas

1. Construccion de rejillas de periodo largo en segmentos de fibra 6ptica SMF-28.

2. Implementar la metodologia del autoensamblaje del biosensor en fibras opticas con

rejillas de periodo largo.
3. Caracterizar la superficie del biosensor usando anticuerpo policlonal IL-10 comercial.

4. Caracterizar el biosensor de FO con RPL en cada una de las etapas del autoensamblado

del biosensor.

5. Analizar la evoluciéon temporal de la repuesta espectral del biosensor al interactuar con

los analitos propuestos.

6. Con base en los resultados, determinar la respuesta positiva y la especificidad del

biosensor al detectar la I1L-10.



Capitulo 1

Teoria

1.1. Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo analitico de alta sensitividad y selectividad que
se conforma por un elemento de reconocimiento biolégico, ERB por sus siglas, que interactta
o reacciona bioquimicamente con el analito, el cual proporciona informacién asociada a los

cambios de las propiedades Opticas, fisicoquimicas, eléctricas, etcétera, de un transductor,

figura [I.1]

reconocimiento

( Elemento de
biolégico

J

“ Analito ‘ . ’ . ’

Sefal de entrada Sefial de salida

= 0 +~ 0 £ O v 3 o0 = =

|

Figura 1.1: Descripcion grifica de un biosensor.



CAPITULO 1. TEORIA 5

Los elementos de reconocimiento biolégico cominmente pueden ser células, tejido, re-
ceptores, acido nucleico, enzimas, ribosomas, anticuerpos, nanoparticulas, nanocompuestos,
materiales inteligentes, compuestos biomiméticos como aptameros (4cidos nucleicos de cade-
na sencilla), polimeros de microporosidad, sondas de acidos nucleicos, entre otros. Ademas,
la eleccion del ERB esta determinada por las caracteristicas fisicoquimicas del analito de
interés [9], que es el compuesto o sustancia quimica que nos interesa detectar, los cuales

pueden ser azicares, aminoacidos, lipidos, alcoholes, entre otras.

Por otra parte, los transductores son sistemas que detectan la reaccion bioquimica entre
el ERB y el analito, luego la interpretan como cambios en la magnitud de las propiedades
fisicoquimicas y las traduce como una senal eléctrica, térmica u 6ptica la cual puede ser cua-
litativa o cuantitativa. La senal obtenida es proporcional a la cantidad o concentraciéon de la
especie o especies quimicas-biologicas que se desean detectar [10|. Los sistemas transductores
son determinados por el tipo de ERB que se use, existiendo diversos tipos de transductor

como lo son 6ptico, electroquimico, piezoeléctrico, mecanico y magnético.

1.1.1. Biosensores con Fibra Optica

Los biosensores 6pticos se distinguen por dos caracteristicas importantes: la propagacion
de la luz por medio de una guia de onda, que generalmente es el propio transductor y el
uso del campo evanescente como principio béasico de deteccion. Cuando el indice de refrac-
cion sufre cambios de manera local en la region del campo evanescente también se generan
cambios en el indice efectivo de propagacion en los modos de la guifa, por lo que el campo
evanescente permite medir directamente la interacciéon biomolecular entre el transductor y
el ERB que se encuentra fijado a su superficie. Ademés presentan ventajas adicionales co-
mo el bajo consumo de potencia, capacidad de miniaturizacion, bajo costo de fabricacion e

integracion, deteccion en tiempo real, de forma directa y sin usar etiquetas (label free) [11}/12].

En los ultimos afios los biosensores que usan fibra optica (FO) como sistema transductor

han tomado mucha importancia debido a su capacidad de detectar bajas concentraciones
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de analito y de guiar luz a grandes distancias con minimas pérdidas, ademas su tamano,
su flexibilidad y su baja o nula interferencia electromagnética. Todas estas caracteristicas
hacen que los optrodos que incorporan FO sean poderosas herramientas para la detecciéon o

medicion in-situ o in-vivo de diversos parametros quimicos y biologicos del analito de interés.

Debido a que las interacciones biomoleculares analito-biosensor ocurren en capas de espe-
sor finito y que en muchas ocasiones las diferencias entre los indices de refraccion del medio
externo y la cubierta de la FO son muy pequenas, una técnica importante para aumentar
la sensitividad de los biosensores de FO es la utilizacion de rejillas de periodo largo (RPL),
en las cuales los modos de transmisiéon de la cubierta y el niicleo se acoplan minizando las

pérdidas de senal y mejorando la sensitividad a parametros externos.

1.1.2. Interleucina 10 (IL-10)

Desde el punto de vista del analito, objeto de estudio de este trabajo, se sabe que las
citocinas son proteinas cuya funciéon primordial es controlar y regular el crecimiento y la
actividad de otras células del sistema inmunitario y las células sanguineas. En especifico
la citocina Interleucina 10 (IL-10) tiene un papel importante en la respuesta antinflama-
toria del sistema inmune y es producida por los linfocitos T de tipo Th2 con la capacidad

de inhibir la sintesis de interleucinas proinflamatorias como el caso de la Interleucina 6 (IL-6).

Existen diversas enfermedades que producen procesos inflamatorios en el cuerpo, sin em-
bargo el Infarto Cerebral (CI por sus siglas en inglés), que conduce al llamado Accidente
Cerebrovascular Isquémico (ACI), es una de las principales causas de muerte con un es-
timado de seis millones de decesos registrados a nivel mundial por ano y la cual es mas
propensa a padecer la poblacién de la tercera edad. En el 2018, en especifico, en México
se registré un gran nimero de pacientes de Enfermedad Cerebro Vascular, que afecta los
vasos sanguineos del cerebro, la que ocasiona alrededor de 170 mil casos de ACI, lo que la

sitiia como la primer causa de discapacidad adulta y la quinta causa de muerte en el pais [13].
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Los accidentes cerebrovasculares isquémicos se originan por la obstruccion aguda de algu-
na de las arterias principales que irrigan sangre al cerebro y los danos que ocasiona dependen
de la duracion o de la gravedad de la reduccion del flujo sanguineo [14]. La isquemia cerebral
causa necrosis de tejido, dano neuronal y una respuesta inmuno-inflamatoria local inmediata,
la que es poco entendida. Diversos estudios sugieren que ciertas citocinas modulan el proceso

de dano neurologico, como es el caso de las Interleucinas 1, 2 y 6 |15,|16].

Como el proceso inflamatorio y los ACI estén estrechamente ligados, conocer la relacion
directa de los niveles de IL-10 en el cuerpo después de un proceso inflamatorio es de suma
importancia ya que es considerada como una potencial citocina antiinflamatoria, cuya ex-
presion incrementa significativamente en pacientes con recuperaciones favorables y a su vez
niveles bajos de IL-10 aumentan el riesgo de un ACI, ademés de su utilidad como indica-
dor de posibles danos secundarios en el organismo. La IL-10 atn es estudiada activamente
con la finalidad de entender las diferentes vias biolégicas en el desarrollo de un accidente
cerebrovascular e identificar posibles dianas terapéuticas (lugar en el organismo en el que el

farmaco ejerce su accion) para esta enfermedad [17,|18].

Actualmente la IL-10 es detectada por diversas técnicas moleculares, como la técnica
ELISA, la tincion, la flourescenia o la fijacion, sin embargo, estas técnicas muestran desven-
tajas como: 1) Requieren gran experiencia en la implementacion de la técnica por parte del
personal capacitado, 2) Intervalos de tiempo largo para la identificacion o deteccion, 3)Altos
costos en el mercado, entre otras. El desarrollo de dispositivos enfocados en la deteccion
selectiva de sustancias de interés que puedan ser usados in-vivo e in-situ a menores costos
permitira, por ejemplo, hacer la deteccion especifica de IL-10, la cual puede tener un papel
importante como mecanismo protector o en el progreso de enfermedades como los accidentes

cerebrovasculares, entre ellos de tipo isquémico.
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1.2. Fibras 6pticas

La Fibra Optica (FO) es un medio fisico flexible y transparente que funciona como una
guia de onda de simetria cilindrica y que esté fabricada comtnmente de Oxido de Silicio o
vidrio. La FO estéa constituida por el nicleo central (conocido también como core) que tiene
un indice de refraccion n; y un didmetro de entre 9um y hasta 70um y por el que la onda
de luz es guiada, el niicleo esta embebido en una capa de recubrimiento llamada cubierta (o
clading en inglés) con un didmetro aproximado de 125um y con indice de refraccion ny el

cual es menor a nq, figura|1.2

Cubierta \

Figura 1.2: Estructura bdsica de una fibra dptica.

Los modos de propagacion son cada una de las configuraciones que puede tener la onda
electromagnética que viaja a través del la FO, de otra manera también se puede describir
como la forma en que la intensidad de la luz es distribuida espacialmente dentro de la guia

de onda.

La cantidad de modos de propagacion en una FO dependen principalmente de algunos
factores como el radio del ntucleo, los indices de refraccion de la cubierta y del ntucleo, asi
como de la longitud de onda de la luz que es guiada por la FO. En especial, cuando el niicleo
de la FO tiene un didmetro pequeno solo se tendra un tinico modo de propagacién por lo
que se le llamara fibra monomodo y las fibras que tienen un diametro de ntcleo grande son

conocidas como fibras multimodo.
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El indice de refraccion de la FO a lo largo de la direcciéon transversal se describe por per-
files de indice como se muestra en la figura [I.3] Ademas, cada modo dentro de la FO tiene
una velocidad propia por lo que se experimenta un indice de refraccién propio del modo, al

que se le llama indice modal o efectivo [@ﬂ

Existen tres tipos de modos conocidos como guiados, radiados y fugados. Los modos guia-
dos se encuentran confinados en el nicleo y pueden ser transmitidos por la FO. Los radiados
no estan confinados en el nicleo, estan confinados en la cubierta y se atentian rapidamente

al salir del nucleo. Los fugados no estan confinados en el niicleo ni en la cubierta.

ny

Fibra monomodo {SMF)

< g
Fibra multimodo (MMF)
— 17— o

Fibra multimodo de indice gradual (GRIN})

Figura 1.3: Perfiles de indice de una fibra monomodo, multimodo y multimodo de indice gradual.

Cuando un haz de luz que se propaga por un medio de indice de refraccién ny incide
sobre el niicleo de la fibra con un angulo 6, respecto al eje de la FO, este haz viaja dentro
del nucleo e incide directamente en la interfaz ntcleo-cubierta con un dngulo ¢ con respecto
a la normal donde es reflejado debido a la diferencia entre los indices de refraccion (reflexion

total interna).

Si el haz de luz incide en la interfaz a dngulos mayores que el llamado dngulo critico
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¢, este sera guiado por la FO y si el haz incide en la interfaz a angulos menores que ¢, se
produce refraccion hacia la cubierta de la fibra perdiendo potencia en cada reflexiéon por lo

que no hay propagacion, ver la figura [I.4]
Solo existiran ciertos angulos 6y de incidencia sobre el ntcleo para los que el haz de luz

serd guiado, estos angulos cumplen con la condicién que 0y < ¢, y estan comprendidos dentro

del llamado cono de aceptacion [19).

Normal

Rayo no guiado .
Cono de x
aceptacion /
¢
R jad
7 ayo guiado
Nucleo (nq)
Mo Cubierta (1)

Figura 1.4: Propagacion de un haz incidente en el nicleo de la fibra a diferentes dngulos.

Para conocer el angulo del cono de aceptacion primero se calcula el angulo critico ¢, a
partir de la Ley de Snell. Considerando un haz que se propaga de un medio con indice de

refraccion n; a un medio de indice ny, con ny > ny se tiene que,

sin ¢7’Ll = sin QSQ?’LQ (11)

En la interfase, compuesta por el nicleo y la cubierta, se producira la reflexion total
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interna cuando ¢, = 90°. De lo anterior el &ngulo critico es ¢ = ¢, por lo que

ny sin ¢ = ng sin 90° (1.2)
sin ¢, = Z—j (1.3)
¢ = sin"! (@> (1.4)

n

Para determinar el angulo maximo en el que un haz puede incidir en la interfase del
medio de indice ng y el nucleo de la fibra con ny, se aplica nuevamente la Ley de Snell y se

considera que 6 = 90 — ¢, ver figura|l.4] por lo que partiendo de
nosinfy = nq sin 6 (1.5)
Se observa que

ng sin 6y = ny sin (90 — ¢.)
= n4 (sin 90 cos ¢, + cos 90 sin ¢,.) (1.6)

= N4 COS P,

Considerando que el haz incidente se propaga desde el aire con ng = 1, en la interfase
aire-nucleo se nota que ¢, corresponde al angulo 6 en el nucleo. El dngulo 6, se obtiene de

acuerdo a

nosinfy = (1) sin 6y = ny cos ¢,

=n1y/1 — sin? ¢,
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Usando la ecuacion y sustituyendo en el anterior resultado

. ns
sinfy = ny -3
1
ni —nj
= nl 3
ni (1.8)
R Y AR
= 1 2
nt
=\t

Por lo que el angulo de aceptacion de la fibra se denota por
o =sin"'y/n? —ni=sin"' NA (1.9)

de la cual y/n? —n3 es la apertura numérica (NA) que describe la capacidad de la fibra

Optica para captar luz.

1.2.1. Ecuaciones de guia de onda en fibras con indice de refracciéon

escalonado

En esta seccion se examina la propagacion de luz monocromatica a través de fibras épticas
con indice de refraccion escalonado |20]|. Los campos eléctrico y magnético de la luz guiada
satisfacen las ecuaciones de Maxwell y ciertas condiciones de frontera impuestas en el ntcleo,
de material dieléctrico, y la cubierta. Adicionalmente, cada uno de los componentes de los

campos eléctrico y magnético deben satisfacer la ecuacion de Helmholtz,
VU 4+ n’kiU =0 (1.10)

donde n = n; en el nicleo (r < a), n = ny en la cubierta (r > a) y kg = 27/Ag. Al examinar
la luz que es guiada en el nucleo y cerca de la frontera ntcleo-cubierta, se hace la suposicion

de que el radio b de la cubierta es lo suficientemente grande como para asumir con seguridad
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que es infinito. Usando el Laplaciano en coordenadas cilindricas, la ecuacion de Helmholtz

es,
0?’U 10U 10°U 0*U 9
——t——t—=——+—+0?kU =0 1.11
or2  ror  r2o¢* 022 0 ( )
De la anterior ecuacion, cualquiera de las componentes cartesianas de los campos eléctrico
o magnético o las componentes axiales F/, y H,, en coordenadas cilindricas, es representada

por la amplitud compleja U = U(r, ¢, z).

Especificamente nos interesan soluciones con la forma de onda que viaja a lo largo de la
direccién z con una constante de propagacion 3, por lo que la dependencia de U con respecto
a z se expresa como e 7%? donde j es la unidad imaginaria. Ademas U debe ser una funcién
periodica de dependencia armoénica con respecto al angulo ¢, que tiene periodo 27, por lo
que dicha dependencia se puede expresar como e 7'?, donde [ es cualquier entero. Por lo que
se tiene que

Ulr, ¢, 2) = u(r)e %52, 1 =0,+1,42,43, ... (1.12)

Sustituyendo la ecuacion [I.12] en la ecuacion y resolviendo, se obtiene la ecuacion

diferencial ordinaria para u(r),

Pu 1d &
2y (ang—ﬁz—ﬁ)u:O (1.13)

dr?  rdr

La onda es guiada si la constante de propagacion es menor que el nimero de onda en el

nucleo, 5 < n1kg, y mayor que el nimero de onda en la cubierta, 5 > nokg. Se definen

k3 = niky — p? (1.14)

v = 5% — njk (1.15)

Usando las ecuaciones y |[1.15] se puede reescribir la ecuacion para el nuacleo y
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la cubierta de la forma,

2 1d e 1.16
_dru —|———:“L + (k}TQ — —i )U—— O, r<a (IlflCl O) ( : )
2 1d ert 1.17
d”u ,,4_1; (72——7{)U_—0, T>a(cubira) ( )

Las ecuaciones y son ecuaciones diferenciales cuyas soluciones son la familia de

las funciones Bessel, ver figura [1.5]

J, (kpr), r <a (nacleo
u(r) oc (k) ( ) (1.18)
K, (krr), r>a (cubierta)

(a) Ju(2) (b) K (z)

Figura 1.5: Bessel de primera clase, orden v y Bessel Modificada de sequnda clase, orden v.

1.3. Fibra con rejilla de periodo largo

Las fibras con rejilla de periodo largo (FRPL) son un tipo de rejillas en fibra optica
que, de manera general, se pueden describir como estructuras periddicas adimensionales que
funcionan como filtros selectivos en longitud de onda [6]. Las FRPL se crean al modular en
forma periddica el indice de refracciéon del nucleo y de la cubierta de un tramo de la fibra
optica a lo largo de su eje longitudinal [2], y ademas de trabajar en transmision requieren
de un periodo de modulacion A > 100um, ver figura Su funcionamiento consiste en

que, cumpliéndose la condicién de igualacion de fases, ciertas bandas de la luz guiada dentro
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del ntucleo de la fibra acoplan energia a modos de la cubierta que se propagan en la misma

direccion.

indice de refraccién modificado

/ Cubierta

!

RS
A

Rejilla de periodo largo —l

Nucleo

Figura 1.6: Esquema de una Fibra con Rejilla de Periodo Largo (FRPL).

Cuando la luz es transmitida a través de la RPL se observa que la senial de salida presenta

una serie de bandas centradas en las longitudes de onda A, [21], ver figura .

Cada una de dichas bandas de atenuacion corresponderan a un modo de propagacion de
la cubierta, ver figura, la cual es multimodo, es decir permite el guiado parcial de varios

modos, figura [1.7h] Las longitudes de onda A, se determinan de acuerdo a

)\CC = (nnucleo - ncubierta(z)) A (119)

donde A, es la longitud de onda central que esta acoplada en los modos de la cubierta, n,uce0
Y Neubierta(z) SON Tespectivamente los indices de refraccion del nicleo y de la cubierta y A es el
periodo de la rejilla. Conocer esta relacion matemaética es ttil para disenar una FRPL para
su uso en biosensores ya que cuando cambia el indice de refracciéon del medio circundante,
también se modifica el indice de refraccion efectivo de la cubierta. Dichos cambios en el indice

de refraccion conllevan a un desplazamiento o atenuacion de la banda central de la FRPL.
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Espectro de entrada Espectro de salida

Guiado parcial de modos

Longitud de onda Longitud de onda

Intensidad
Intensidad

) Bandas de atenuacion en senial de FRPL.

[ﬂh 11l VI[I[(

(b) Esquema de guiado de varios modos.

Figura 1.7: Atenuacion y guiado de la luz en las FRPL.

Otro aspecto importante es que cuando las FRPL son usadas en el disenio de biosensores,
las interacciones moleculares entre el elemento de reconocimiento biologico y la fibra estan
confinadas en capas de espesor finito [22]. Comparando esto con el medio externo se observa
que el dispositivo de sensado tiene mayor sensitividad a cambios de indice de refracciéon

externo relacionado con material que se adhiere superficialmente a la fibra (analito).

1.3.1. Acoplamiento de modos en fibra con rejillas

En general el acople de modos sucede cuando dos o mas modos interaccionan cediendo
energia entre ellos. Particularmente, en una FO con rejilla se busca el acoplamiento de varios
modos que son guiados. Para que ocurra este acople es necesario generar perturbaciones en
la fibra, lo cual se produce al modular periddicamente el indice de refraccién promoviendo

una interacciéon resonante a cierta longitud de onda \,.

En las FRPL generalmente se dan interacciones modales copropagantes o contrapropa-
gantes, es decir, se acoplan modos de la cubierta que viajan en la misma direccién o en

direccion contraria que el modo fundamental del nucleo, respectivamente. Cuando sucede
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este acoplamiento parte de la luz y de la energia que inicialmente se propagaba en el nicleo
es transmitida a la cubierta en donde sufre absorcién y esparcimiento por el material de la

cubierta. Esta energia acoplada en la cubierta se pierde y no es transmitida.

La teoria de acoplamiento de modos nos dice que esta interaccién solo sucedera si los
modos del nucleo y la cubierta cumplen con la condiciéon de ajuste de sus fases a una de-
terminada longitud de onda y seran los tnicos que podran transferirse energia de forma
eficiente [6]. A su vez la longitud de onda resonante, en transmision, es determinada por el

periodo de la rejilla o la magnitud de la separacion entre los planos de la misma.

Si la perturbacion en la fibra es homogénea, su periodo es siempre el mismo, los modos

podran interactuar y la condicion de ajuste de fases se cumple [6],23]. Dicha condicion es

2r N
Bo— B = A (1.20)

donde B; y (o son las constantes de propagacion de los modos que se desean acoplar, N es
un entero que indica el orden en el que ocurre la interacciéon intramodal. Las constantes de
propagacion de los modos se describe por
i
2mn;,

fi=2 (121)

siendo n! el indice de refraccion efectivo del i-ésimo modo y A la longitud de onda en el vacio.

1.3.2. Meétodos de grabado de Rejillas de Periodo Largo

Existen diversos métodos de fabricacion de RPL los cuales, en combinacién con diferen-
tes tipos de fibra, pueden cambiar las propiedades opticas y la sensitividad de las RPL a
parametros fisicos como la temperatura, tension, presion, indice de refraccion efectivo, etc.
Algunos de los métodos més comunes para grabar RPL en fibras 6pticas consisten en grabar,
inscribir o crear punto por punto la modulacién del indice de refracciéon de la fibra. Entre

dichos métodos se mencionan y destacan los siguientes:
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1. Fabricacion por radiacion UV: Uno de los primeros métodos para la fabricacion
de RPL. En esta técnica se utiliza un laser UV que incide sobre la fibra 6ptica la cual
esta cubierta por una mascara u obturador que permite el paso de la radiacién en cierto
segmento de la fibra [24]25]. La longitud minima del periodo estara determinada en
gran medida por el tamano del haz del laser y la limitacion espacial del obturador o la

mascara.

2. Inscripcion por CO,: Esta técnica, propuesta en 1998 |26} 27|, es muy parecida al
grabado por UV. Aqui una lente cilindrica enfoca un haz de C'Oy sobre la fibra y
no se utiliza obturador ya que la fibra y el laser se mueven de manera automatizada.
Como la radiacion de C'O, es tan intensa se puede producir una modulacién geométrica
provocando que la fibra se estreche. Ademas el periodo de la modulacion del indice de
refraccion depende de la mancha del laser y de la resolucion en la que se mueve la fibra.
Tienen mayores pérdidas por la modulacién geométrica pero mayor resistencia a altas

temperaturas (< 1000 °C).

3. Grabado por arco eléctrico: En 1998 Kosinski et al. [28] proponen la técnica de gra-
bado por arco eléctrico en fibra estdndar usando una empalmadora de fusiéon comercial.
Este método es similar al grabado con C'Oy ya que la fibra se coloca alineada sobre
una montura mecanica que la mantiene perpendicular a los electrodos de la empalma-
dora. Como el sistema es motorizado el periodo siempre es el mismo y aunque el arco
eléctrico también puede ocasionar deformaciones geométricas es mas facil controlar el

estiramiento de la fibra para evitarlas.

Este método es de los més simples y econémicos debido a que en los laboratorios de
fibras se cuenta con empalmadoras comerciales, sin embargo, el periodo minimo alcan-
zable es de 300pum pues la descarga afecta a una zona de ese tamano aproximadamente.
Ademas es dificil tener dos fibras con las mismas caracteristicas ya que dependen de

la potencia del arco y su tiempo de exposicion.

Esta técnica de inscripcion, a pesar de sus aparentes desventajas, resulta ser muy
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versatil logrando que las rejillas se puedan sintonizar en un gran rango, usando casi

cualquier tipo de fibra y mostrando caracteristicas muy especificas.

En este trabajo se emplea el método de arco eléctrico en la fabricacion de las FPRL por

lo que se da una explicaciéon mas detallada en la seccion

1.3.3. Sensado usando Fibras con Rejilla de Periodo Largo

Las FRPL tuvieron sus primeras aplicaciones en el area de comunicaciones 6pticas, en
donde fueron usadas como filtros de rechazo de banda. Posteriormente fueron utilizadas como
filtros de banda estrecha, filtros pasa bandas y filtros sintonizables a multiples longitudes de
onda. Ademas de lo anterior, en los tltimos anos han tenido aplicaciones muy interesantes en
sistemas acopladores, filtros ecualizadores de ganancia, convertidores modales y en sistemas

laser de fibra optica lo que permite sintonizar la longitud de onda de emision.

Si bien sus aplicaciones iniciales son interesantes, la mayor area de aplicacion de las
FRPL es el sensado de diversos parametros fisicos y quimicos. Esta oportunidad de aplica-
cion se debe a que las RPL son sensitivas al angulo de doblamiento (bending), a la torsion

(¢), ala presion (P), a la temperatura (7) y a cambios en el indice de refraccion externo [29].

Recientemente las FRPL han tomado protagonismo en el area de sensado quimico y bio-
logico al presentar grandes particularidades en comparacion con otros sistemas de sensado.
Como se ha mencionado anteriormente, su tamano compacto, poco peso, gran compatibili-
dad con sistemas optoelectronicos, su capacidad de multiplexado y su capacidad de medicion
remota, entre otras, les otorga una gran ventaja. Como lo mencionan muchos autores, una
de sus caracteristicas més importantes es el uso del cambio de las propiedades 6pticas (in-
tensidad, longitud de onda, etc) del campo evanescente alrededor de la superficie de la fibra
como resultado de la variacion del indice de refraccion del medio que la rodea cuando el

elemento de reconocimiento biolégico interacttia con el analito [30-32].

Actualmente se busca mejorar el desempeno de estos dispositivos y disminuir los limites
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minimos en la cantidad de analito necesario para ser detectado, todo esto implementando el

uso de peliculas delgadas, nanorecubrimientos y nanoestructuras.



Capitulo 2

Metodologia

Para la elaboracion de los biosensores se utiliza como base el proceso de autoensamblado

propuesto, desarrollado y reportado en |7,8].

2.1. Materiales

El biosensor fue autoensamblado en fibra éptica SMF-28 con 10 um y 125 um de didme-
tro del ntcleo y de la cubierta, respectivamente. Los compuestos quimicos utilizados en el
proceso de autoensamblado fueron comprados con Sigma-Aldrich Co., sus concentraciones
y principales danos se muestran en la tabla y sus costos se muestran en la tabla
de la seccion [4.4] del apéndice. Dichos quimicos son manipulados y usados con el equipo de
proteccion adecuado y dentro de una campana de extraccion quimica durante todas las fases

del proceso, con la finalidad de evitar intoxicaciones.

Ademés de los reactivos antes mencionados, también se usaron muestras de otros com-
puestos como son el estandar de proteina IL-10, los anticuerpos policlonales Anti-IL-10 y
receptor de Kisspeptina, la proteina Opnb5 y la proteinasa K. Los 3 tltimos se utilizan como

muestras de analitos de control negativo en nuestra fase de deteccion.

En la fase de deteccion del desarrollo del biosensor también es utilizado suero sanguineo

obtenido de ejemplares de modelo Murino sacrificados después de la inducciéon de la Isquemia

21
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Cerebral Global Aguda (ICGA), su obtencion se discute en la seccion [2.4]

Tabla 2.1: Compuestos quimicos utilizados en el autoensamblado de biosensores.

Nombre Concentracion Advertencia

Toxicidad aguda, Oral
Hidroxido de Potasio 85 % Corrosiones cutaneas

Lesiones oculares graves

Irritaciones cutaneas
(3-aminopropil ) trimetoxisilano 97 % Lesiones oculares graves

Intoxicaciéon severa, Oral

Irritaciones cutaneas
Toxicidad especifica, Sistema nervioso central, niveles >100 ppm
Tolueno 99.8%
Toxicidad aguda, ingesta o inhalacion

Provoca somnolencia o vértigo

Toxicidad aguda
Metanol 99.9 % Toxicidad aguda, Inhalaciéon, cuténea

Toxicidad especifica, Ojos, Sistema nervioso central

Irritaciéon cutanea
N-hidroxisuccinimida 98 %
Lesiones oculares graves

Irritacion cutanea

1-(3-Dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida 2% Irritacién cuténea

Toxicidad especifica, Sistema respiratorio

2.2. Grabado de la RPL

Para el grabado de la rejilla (lo que llamaremos matriz soporte) primero se cortaron tra-
mos de fibra SMF-28 con una longitud total de 71 cm, en la mitad se elimina el revestimiento

pléastico de una secciéon de 1.5 cm y se limpia con alcohol isopropilico.

En el tramo sin recubrimiento se construye la RPL por la técnica de punto a punto por
arco eléctrico, usando una empalmadora por fusion modelo S-176 de la marca FITEL. Para
mover la fibra y generar los cambios de indice a distancias especificas (periodo de la RPL) se
empled un actuador lineal modelo TLA28A de la marca ZABER. Dicho actuador tiene una

precision de 0.1 pm, ver figura [2.1}
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Figura 2.1: Empalmadora y actuador con fibra dptica.

Se generaron 20 puntos en la fibra mediante descargas del arco eléctrico emitido por los
electrodos de la empalmadora. La separacion entre punto y punto es de 620 pum, lo que

corresponde al periodo de modulaciéon A, figura

Electrodo Cubierta
/ 125 um

A } \ Nucleo
\ 10 um
| Punto

Figura 2.2: Esquema del grabado de RPL en fibra dptica.

2.3. Autoensamblado del biosensor

Después de grabar la RPL en la fibra 6ptica se lleva a cabo el protocolo de autoensam-
blado, el cual consiste en cuatro partes fundamentales que son la Hidroxilaciéon, Funciona-
lizacion, Activacion e Inmovilizacion para posteriormente usar el biosensor en el proceso de

Detecciéon, como se muestra en la figura 2.3
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Figura 2.3: Esquema de las fases del proceso experimental (autoensamblado).

Cada una de las partes del autoensamblado de un biosensor se explican a continuacion:

2.3.1. Hidroxilacion

El proceso de hidroxilacién es muy importante ya que elimina metales y contaminacion
organica presente en la superficie de la matriz soporte, ademas de agregar grupos OH (hidro-
xilos) a la superficie de la fibra 6ptica. Para esto se utilizaron 841 mg de hidroxido de potasio
(KOH) los cuales se disolvieron en 7.5 ml de agua desionizada (dH,0O) y posteriormente se

le agregaron 7.5 ml de metanol.

La soluciéon preparada interactud con la matriz soporte, en la zona donde se construyo
la FRPL, por un periodo de 3 horas y 30 minutos. Después de esta interaccion la fibra se
enjuago6 con metanol por 10 minutos con la finalidad de eliminar todo residuo de la solucion

usada y finalmente es secada con nitrogeno durante un minuto.

2.3.2. Funcionalizacion

Para esta etapa se utilizaron 200 ul de (3-aminopropil)trimetoxisilano (3-AMPTS) que
se disolvieron en 9.8 ml de tolueno. Para preparar esta solucion se coloco el tolueno en un
vaso de precipitado y se calenté con la ayuda de una parrilla hasta los 90 °C'. Al alcanzar

la temperatura deseada se agregd el APTMS y se retird de la parrilla para dejar enfriar a
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temperatura ambiente. Cuando la temperatura de la mezcla bajoé hasta los 30 °C' esta se
vaci6é a una caja coplin de vidrio donde previamente se habia fijado la seccién de la fibra
en donde se construy6 la RPL que fue previamente hidroxilada. La fibra se dejé sumergida
en la soluciéon durante una hora. Finalmente se retir6 la fibra y se enjuagd con abundante

tolueno para eliminar los posibles residuos que impidan la inmovilizaciéon del anticuerpo.

La funcionalizacion de la superficie es un proceso en el cual se unen los enlaces Si—0O — 51,
St1—Siy Si— O — H formados en la etapa anterior. Esta union genera la formacion de sitios

activos N H conocidos como grupos funcionales aminos.

2.3.3. Activacion

La fase de activacion asegura que el 3-AMPTS, fijado durante la funcionalizacion, tie-
ne grupos funcionales amino perpendiculares a la matriz soporte lo que permitira que el

anticuerpo pueda unirse con mayor facilidad a dichos grupos funcionales.

Solucion

Fibra éptica

Ry

Matriz soporte (FRPL)

Figura 2.4: Etapa de activacion.

Para esta etapa se prepar6 una solucion con 5 mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) en 1 ml
de buffer de fosfato (PBS). Ademaés se preparo otra solucion de 5 mg de 1-(3-Dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida (EDC) en 1 ml de PBS. Posteriormente se mezclaron las soluciones, dicha

mezcla se utilizé en la activacion del biosensor.



CAPITULO 2. METODOLOGIA 26

En una caja de Petri se colocaron 100 pl de la mezcla activadora y en ella se sumergio
la FRPL. La caja de Petri con la FRPL sumergida se coloc6 en un agitador orbital a 3.38
Hz para que la activacion de la superficie fuera homogénea y se evitaran precipitaciones, ver
figura 2.4l La interaccion entre la mezcla activadora y la FRPL se lleva a cabo durante 90

minutos.

Después del anterior proceso sin retirar la FRPL de la caja de Petri, ésta se enjuagod
3 veces con PBS. Finalmente se secd la mayor cantidad de PBS posible teniendo especial

cuidado de no tocar la fibra ni la zona activa del biosensor.

2.3.4. Inmovilizacion

Para la fase de inmovilizacion se prepar6 una soluciéon con 10 pl del anticuerpo policlonal
IL-10 (Anti-IL-10) y 190 pl de PBS. El buffer ayuda a conservar el anticuerpo debido a que
mantiene un pH estable y regula la presiéon osmética para que el ambiente biolégico en el
que anticuerpo se encuentra sea los mas parecido a uno natural. El Anti-IL-10 es expresado
en conejos, dichos animales son inmunizados con proteina humana IL-10 recombinante. Este
anticuerpo es utilizado como ERB en los biosensores y nos permite detectar con alta especi-

ficidad la proteina interleucina-10 en el plasma sanguineo.

Para esta etapa la FRPL, con su superficie previamente activada, se mantuvo fijada en
la caja petri de plastico utilizada en la etapa anterior. Luego es sumergida en la solucién
de Anti-IL-10 y PBS. La caja petri tabién se mantuvo colocada en el agitador orbital a
una frecuencia de 1.66 Hz para evitar que el Anti-IL-10 se precipite y asi asegurar que el

autoensamblaje del biosensor se hiciera de manera uniforme en toda la superficie de la fibra.

La interaccion de la fibra con RPL y la solucién se lleva a cabo durante 120 minutos. En
este intervalo de tiempo todos los sitios activos se ocupan ya que el anticuerpo se ancla o

une a la superficie activada a través de los enlaces C'— H. Después de esto quedarén grupos
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aminos terminales (—N H,) del anticuerpo que detectaran a la proteina de interés.

7/ !‘! \\ i \

- " Fibra Optica \\ :

—

E E ﬁ E EY ~—— Anti-IL-10

—
|

L
S|

Matriz soporte (FRPL)

Figura 2.5: Etapa de inmovilizacion.

2.4. Suero sanguineo

El suero sanguineo utilizado en la fase de deteccion del biosensor fue proporcionado por
el Centro de Investigacion en Reproduccion Animal del CINVESTAV-UATx. Dicho suero es
procesado a partir de plasma sanguineo que es obtenido de ejemplares de modelo murino
a los que se les induce la Isquemia Cerebral General Aguda (ICGA) y posteriormente son

sacrificados.

El protocolo de induccion de la ICGA es reportado por Pulsinelli y Brierley (1979) y por
Pulsinelly y Buchan (1998), .,. Los ejemplares son Ratas Macho de la cepa Sprague
Dawley con una edad entre 3.5 a 4 meses y con un peso de 350 g, en promedio. Las caracte-
risticas de edad, sexo y peso aseguran un mayor rango de supervivencia, es decir, sobreviven

el tiempo 6ptimo para llevar a cabo todo el proceso de ICGA.
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El protocolo de induccion de la IGCA se describe a continuacion.

= Electrocauterizacion de las arterias vertebrales: Los ejemplares son anestesiados
via peritoneal con Xilacina y Ketamina. Una vez que estan bajo anestesia se hace la
oclusion de las arterias vertebrales, ver figura [2.6al Dichas arterias irrigan la porcion
superior de la médula espinal, el tronco encefalico, el cerebro y la porcién posterior del

encéfalo.

= Exposicion de arterias carétidas: Haciendo una incision en el cuello se localizan y
exponen las arterias carotidas, ver figura [2.6D] las carotidas proporcionan el principal
suministro de sangre al cerebro. Una vez que son expuestas, las arterias se anudan con

hilo de sutura para su posterior oclusiéon en el proceso isquémico.

= Proceso Isquémico: Para el proceso isquémico los ejemplares se mantienen bajo
anestesia inhalada. En este paso se vuelven a exponer las arterias carotidas y se realiza
la oclusion de las mismas con clips quirtrgicos, ver figura|2.6c, cuando se pone el altimo
clip se comienza a tomar el tiempo para sacrificar al ejemplar por decapitacion. Una

vez realizada la oclusion se retira la anestesia y se monitorean los signos vitales.

Transcurridos los primeros 15 minutos se retiran los clips quirtirgicos permitiendo la
re-perfusion sanguinea, este tiempo es 6ptimo para que la ICGA suceda pero el ani-
mal no muera. Se verifica que los animales permanezcan inconscientes y sin reflejo de

enderezamiento por al menos 20 minutos.

= Obtenciéon de suero sanguineo: Para este trabajo se utilizara el suero sanguineo
procesado del plasma de animales sacrificados por decapitaciéon a 2 y 6 horas post

isquemia. El plasma es obtenido inmediatamente después del sacrificio y procesado

para obtener el suero, ver figura [2.6d]
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(¢c) Proceso Isquémico. (d) Suero sanguineo obtenido.

Figura 2.6: Protocolo de induccion de Isquemia Cerebral Global Aguda (ICGA).

2.5. Deteccion

Después de realizar el proceso de inmovilizacion de la superficie del biosensor se realizoé la
deteccion. Para esto se fabricaron 8 biosensores basados en el protocolo de autoensamblado
y se utilizaron diferentes soluciones de compuestos como el estandar de IL-10, el anticuerpo

policlonal receptor de Kisspeptina, la Opsina Opnb, la proteinasa K y 4 muestras de suero
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sanguineo obtenidas con diferentes condiciones en el protocolo de inducciéon. A continuacién

se da una breve explicacion de los compuestos utilizados:

» Estandar de proteina IL-10 (STD-IL-10): Esta proteina humana recombinante,
comprada en Cell Signaling, es obtenida en laboratorio utilizando lineas celulares dis-
tintas a la célula en la que se produce naturalmente. La proteina I1.-10, que es producida
normalmente por leucocitos (globulos blancos) y linfocitos T, aumenta la produccion
de anticuerpos que elaboran las células plasmaticas y reduce la inflamaciéon al impedir

que las células inmunitarias generen citocinas, como la citocina IL-6.

Para la deteccion se utilizo una solucion compuesta de 10 pl de STD-IL-10 en 190 pl
de PBS.

» Anticuerpo policlonal receptor de Kisspeptina (Anti-Kiss): Es expresado en
humanos, ratas y ratones. Es un receptor de la proteina Kisspeptina tiene un papel de
interruptor molecular para la pubertad y en la regulacion de la reproducciéon estacional
y metabolica mediante senales internas y externas [35]. También esta relacionado con
la diabetes, supresion de metastasis de melanoma en cancer de mama y en el sistema

cardiovascular.

Para la deteccion se utilizd una solucion compuesta de 10 pl de Anti-Kiss en 190 ul de

PBS.

» Opsina Opn5 (Opn5): Es una proteasa que juega un papel importante en la diferen-
ciacion de células embrionales y en la actividad neuronal, por lo que puede detectarse
principalmente en el cerebro, la piel, los tejidos neuronales, el hipotalamo, la medu-
la espinal y los ojos [36]. Ademés de eso, diversos estudios han demostrado que esta
opsina puede usarse como biomarcador para diagnosticar y controlar varios tipos de
cancer [37].

Para la deteccion se utiliz6 una soluciéon compuesta de 10 pul de Opnd en 190 ul de

PBS.

» Proteinasa K: Es una proteasa que se obtiene del hongo Engyodontium Album [38|,

su amplia especificidad es utilizada para la digestion de proteinas y la eliminacion de
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contaminantes en preparaciones de &cidos nucléicos (ADN y ARN) para evitar que
éstos se degraden rapidamente. Sus aplicaciones més comunes son aislamiento de ADN

o ARN, destruccion de proteinas en tejidos y cultivos celulares.

Para la deteccion se utilizé una solucion compuesta de 10 pl de Proteinasa K en 190 pul

de PBS.

= Suero sanguineo: se utilizaron 4 muestras distintas del suero obtenido del procesa-

miento del plasma sanguineo de los ejemplares de modelo murino.

e 150 pul de suero de animal sacrificado al tiempo cero de iniciada la induccion de

la ICGA.
e 150 ul de suero de animal sacrificado a las 2 horas de la induccién de la isquemia.

e 150 pl de suero de animal sacrificado a las 2 horas de la induccién de la isquemia
pero que recibié tratamiento con benzoato de estradiol (4 mg/kg) 30 minutos

antes de la isquemia.

e 150 pul de suero de animal sacrificado después de 6 horas de iniciada la inducciéon

del proceso isquémico.

Para la deteccion se extrajo con mucho cuidado la soluciéon de inmovilizacion, teniendo
especial atencion en no tocar la RPL. Después, sin quitar la fibra de la caja petri y sin mover
la caja petri del agitador orbital se coloca, sobre la region de FRPL, la solucion de deteccion.
El agitador se programo a una frecuencia de 1.66 Hz para evitar precipitaciones y asegurar

la interaccién uniforme. La deteccién se lleva a cabo durante 120 minutos.

2.6. Caracterizacion del autoensamblado del biosensor

2.6.1. Microscopia 6ptica

Se obtuvieron imagenes de la morfologia de la superficie para la fibra sin revestimiento, en
las etapas de grabado, hidroxilaciéon y funcionalizaciéon comprendidas en el autoensamblado

del biosensor asi como de la etapa de deteccidon, para esto se usdé un microscopio 6ptico
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de la marca Olympus Modelo PME3 con un objetivo de 50x y con ayuda del software
StCamSWare.

2.6.2. Analisis de Transmision

Uno de los extremos de la fibra 6ptica en la que se grab6 la RPL y sobre la que se ensamblé
el biosensor se empalmé a un diodo superluminiscente (SLD) a 200 mA. El SLD tiene una
longitud de onda central de 1350 nm con un ancho de banda de 50 nm aproximadamente.
En el otro extremo de la FRPL se empalm6 un analizador de espectro éptico (OSA por sus

siglas en inglés) modelo AQ6317B operando en la region de infrarrojo (1460 — 1700 nm), ver
figura 2.7

Analizador de Espectro Optico
. Andlisis de

cambios
espectrales

YYYY — antiio

Diodo
Superluminiscente

BTN

Matriz soporte (FRPL)

Agitador Orbital

Figura 2.7: Arreglo experimental para la caracterizacion del biosensor.

El analizador permiti6 observar y medir las variaciones en amplitud y en longitud de
onda en la transmision de la fibra optica. Dichos empalmes y observaciones se hicieron en
cada etapa del autoensamblado del biosensor y en la etapa de deteccion. Para tomar las
mediciones en cada etapa del autoensamblado del biosensor, los datos generados por el OSA

se grabaron en un archivo .{xt cada 5 minutos.
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2.6.3. Analisis de componentes principales

El Analisis de Componentes Principales, PCA por sus siglas en inglés, es una técnica
estandar en el analisis de datos. Esta herramienta de anélisis permite encontrar patrones,
estructuras, similitudes o diferencias en conjuntos de datos de n variables y después los com-
prime. Es una técnica no paramétrica y simple que usa soluciones analiticas con bases de
algebra lineal. El PCA cuantifica la importancia de cada una de las m < n dimensiones que
tiene el conjunto de datos para describir su variabilidad. Con este anélisis se transforma el

conjunto de variables originales en un nuevo conjunto de componentes principales.

Cuando el conjunto de datos tiene gran dimension, esta herramienta reduce la dimensioén
del niimero de variables facilitando la interpretacion de los datos, sin perder la mayoria de la
informacion, esto lo logra al establecer nuevas variables que son combinaciones linealmente

independientes de las variables originales.

Ademés el PCA mide la varianza a lo largo de cada uno de los componentes principales

lo que provee una forma de caracterizar (razonablemente) al conjunto de datos completo [39].

En este trabajo se utilizo el programa OriginPro 2016 para realizar el PCA de los datos

de cada una de las etapas de autoensamblado de los 8 biosensores que se construyeron.
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Resultados: Biosensores de FRPL

Se fabricaron 8 biosensores siguiendo el protocolo de autoensamblado, cada uno interactu6
con una muestra diferente. Los biosensores y sus nombres abreviados asi como las muestras

con la que interacttian se describe en la tabla [3.1]

Tabla 3.1: Biosensores y muestras.

Etiqueta | Nombre Interacciéon

Biosensor 1 | STD-IL-10 Biosensor, control, interacutiia con estdndar de I1L-10.

Biosensor 2 | 2hrsConTto Interacttia con suero sanguineo de animal sacrificado

a las 2 hrs CON tratamiento.

Biosensor 3 | 2hrsSinTto Interactia con suero sanguineo de animal sacrificado

a las 2 hrs SIN tratamiento.

Biosensor 4 | 6hrsSinTto Interactiia con suero sanguineo de animal sacrificado

a las 6 hrs SIN tratamiento.

Biosensor 5 | ControlT=0 Biosensor que interactiia con suero sanguineo de ani-

mal sacrificado al tiempo cero.

Biosensor 6 | Kisspeptina Biosensor, control, interacutiia con Anticuerpo Kiss-

peptina.

Biosensor 7 | OPN5 Biosensor, control, interacutiia con Opsina OPNb.

Biosensor 8 | Proteinasa K | Biosensor, control, interacuttiia con Proteinasa K.

34
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3.1. Imagenes de microscopia

Para observar la homogeneidad de la superficie del biosensor durante cada una de las eta-
pas de autoensamblado y de la deteccién se realizé una caracterizacion morfologica mediante
microscopia 6ptica. En la figura[3.1]se observa que la fibra 6ptica sin revestimiento y después
de la inscripcién de la RPL tiene un didmetro de 125 um, al realizar la hidroxilacion de la
superficie el didmetro disminuye a 120 um y posteriormente a la funcionalizacion el didmetro
aumenta 5 pm, para un didmetro total de 125 pm. Cada divisién de la escala mostrada en

las imagenes corresponde a 5 um.

(a) (b)

(c) (d)
Figura 3.1: Imdgenes de microscopia: a) fibra sin revestimiento, b) FRPL, ¢) FRPL hidrozilada y
d) FRPL Funcionalizada.




CAPITULO 3. RESULTADOS: BIOSENSORES DE FRPL 36

Al finalizar la deteccién se tomaron imagenes de la superficie del biosensor para observar
la homogeneidad superficial, en las figuras se observa la forma en la que las muestras se

fijaron a la superficie de la fibra.

(a) (b)

(c) (d)
Figura 3.2: Imdgenes de microscopia a)Biosensor 1, b)Biosensor 2, ¢)Biosensor 3, d)Biosensor 4.
En la figura [3.2a] se observa la superficie del biosensor que interacttia con estandar de
Interleucina IL-10, la figura @ muestra la superficie del biosensor que interctué con suero
sanguineo de 2 horas después de la induccion con tratamiento. En las figuras v [B:2d] se

observan las superficies de los biosensores que interactuaron con suero sanguineo sin trata-

miento obtenido a 2 y 6 horas después de la induccién, respectivamente.
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En la figura |3.2] se puede notar que hubo una mayor aglomeracion superficial en el bio-

sensor 1 y en el biosensor 3.

(a) (b)
(c) (d)

Figura 3.3: Imdgenes de microscopia a)Biosensor 5, b)Biosensor 6, c)Biosensor 7, d)Biosensor 8.

La figura [3.3a] corresponde al biosensor que interactia con suero sanguineo obtenido al
tiempo cero de la induccion, en la figura [3.3b|se observa la superficie del biosensor que inter-

actuo con Anticuerpo Kisspeptina. En las figuras[3.3dy [3.3d]se muestran las superficies de los

biosensores que interactuaron con la proteina OPN 5 y con la proteinasa K, respectivamente.
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3.2. Espectros de transmision

Durante cada etapa del autoensamblaje de los biosensores y en la detecciéon se grabaron
los datos de salida correspondientes a los espectros de transmision en intervalos de 5 minutos.
Las figuras y muestran los espectros de salida de transmisiéon normalizada en cada
etapa del protocolo de autoensamblado de los biosensores en el rango de 1275 a 1375 nm. El
rango mencionado se eligié ya que es el que presenta mayores cambios espectrales en todas
las etapas.

3.2.1. Estandar IL-10 y sueros sanguineos
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Figura 3.4: Espectros de transmision a)Biosensor 1, b)Biosensor 2, c)Biosensor 3, d)Biosensor 4.
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En la figura se observan los espectros de: fibra con rejilla de periodo largo (linea color
rojo), hidroxilacion de la superficie (linea verde), etapa de funcionalizacién (en color azul),
activacion (linea cian), inmovilizaciéon (linea color magenta) y la deteccion (color violeta).
En dichos espectros se observa cambios en la amplitud y desplazamientos en la longitud de
onda, dichas variaciones pueden interpretarse como consecuencia del cambio o modulacion
del indice de refracciéon del medio circundante del biosensor debido a la formaciéon de enlaces

covalentes en su superficie durante cada etapa.

En la figura que corresponde al biosensor que interactiia con estandar de IL-10, se
observa que los espectros de inmovilizacion y detecciéon tuvieron corrimientos espectrales en
los rangos de 1325 a 1326.4 nm y 1324.6 a 1325.6 nm, respectivamente. Ademas se tiene una
disminucion del 1.72 % en la maxima amplitud de los espectros de deteccion con respecto al

valor maximo de la inmovilizacién.

En la figura [3.4b, se observan desplazamientos espectrales en el rango de 1344.8 a
1345.8 nm para la etapa de inmovilizacion y de 1345 a 1345.8 nm para la deteccion. Ade-
mas, para el biosensor 2 se obtiene una disminucién del 1.04 % en la amplitud maxima de la

detecciéon con respecto al valor maximo de la inmovilizacion.

En la figura [3.4c| se muestran los espectros de transmision del biosensor 3, en los cuales
hay un corrimiento en longitud de onda en el rango de 1321.8 a 1325.8 nm para la inmo-
vilizacion y para la deteccion de 1322.2 a 1326.2 nm. En este caso se tiene un aumento del
9.14 % en el valor méaximo de la amplitud de los espectros de deteccion con respecto a los de

inmovilizacion.

En la figura se pueden observar los espectros del biosensor 4, en donde hay despla-
zamientos en longitud de onda en los rangos de 1333.6 a 1335.6 nm para la inmovilizacion
y de 1334 a 1335.6 nm para la deteccién. Ademas existe un aumento del 1.2% en la ma-

xima amplitud del espectro de deteccion comparado con el valor méaximo de la inmovilizacion.
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Figura 3.5: Espectros de transmision a)Biosensor 5, b)Biosensor 6, c)Biosensor 7, d)Biosensor 8.

En la ﬁgura se observan los espectros de: fibra con rejilla de periodo largo (linea color

rojo), hidroxilacion de la superficie (linea verde), etapa de funcionalizacion (en color azul),

activacion (linea cian), inmovilizaciéon (linea color magenta) y la deteccion (color violeta).

En la figura[3.5a]se observan corrimientos espectrales en los rangos de 1332.2 a 1333.8 nm

y de 1333 a 1334.4 nm para inmovilizacién y deteccion, respectivamente. Ademés se observa

un aumento en la amplitud del 1.06 % en los espectros de deteccion con respecto a la in-

movilizacion. En la figura [3.5b] los cambios en longitud de onda se observan en los rangos
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de 1332.2 a 1334.2 nm para inmovilizacion y de 1330.6 a 1333.2 nm para deteccion, en este

caso la amplitud tiene un aumento del 9.61 %.

Para el biosensor 7 se observan corrimientos espectrales en la inmovilizacion y en la de-
teccion en los rangos de 1328.8 a 1330 nm y de 1328 a 1330 nm, con un aumento en amplitud
del 0.54 %, ver figura . Mientras que para el biosensor 8, figura , los cambios en lon-
gitud de onda ocurren en el rango de 1338 a 1339 nm para la inmovilizacion y de 1336.4 a

1338.2 nm para la deteccion, con un aumento en amplitud del 2.19 %.

Los cambios espectrales mostrados en la figuras [3.4) y 3.5, permiten discriminar las di-
ferentes etapas del proceso de ensamblaje, asi como la etapa de deteccion de los diversos
analitos de interés de este proyecto. Sin embargo, ya que en las seniales de transmision solo
se logra observar la modulacion del indice de refracciéon debido a las diferentes moléculas an-
cladas en la superficie de la fibra, es necesario procesar los datos experimentales por medio

de una técnica de analisis mutivariado.
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3.3. Analisis de componentes principales

Como una herramienta para confirmar la deteccion del analito de interés y poder discri-
minar de una forma mas concreta entre los datos de transmision de cada una de las etapas
del autoensamblado del biosensor se utilizo el analisis por componente principales (PCA
por sus siglas en inglés). Este analisis se realizo en el rango de longitud de onda de 1275 a

1375 nm para todos los biosensores, el cual se divide en intervalos de medicion de 0.2 nm.
La tabla muestra la varianza total explicada de los tres primeros componentes prin-

cipales (PC), en donde se nota que se alcanzan valores de ajuste efectivo superiores al 97 %

en 3 biosensores y en 5 casos se logra un ajuste mayor al 99 %.

Tabla 3.2: Datos de componentes principales de los 8 biosensores.

Biosensor | PC1 | PC2 | PC 3 | Total Sustancia de interaccién
1 82.43% | 15.62% | 1.64% | 99.69 % STD-IL-10
2 58.60% | 32.056% | 8.34% | 98.99% | Suero sanguineo 2hrs-con tratamiento
3 84.15% | 12.67% | 1.54% | 98.36 % | Suero sanguineo 2hrs-sin tratamiento
4 77.44% | 15.99% | 5.59% | 99.02% | Suero sanguineo Ghrs-sin tratamiento
5 80.49% | 15.05% | 4.00% | 99.54% | Suero sanguineo T=0 hrs (control)
6 73.99% | 19.99% | 5.21% | 99.19% Anticuerpo Kisspeptina (control)
7 81.27% | 16.61% | 1.71% | 99.59 % Opsina OPN5 (control)
8 48.55% | 42.61% | 6.24% | 97.40 % Proteinasa K (control)

Los valores del ajuste indican el porcentaje de varianza total que corresponde a cada PC
y ya que en todos los biosensores el componente principal 1 tiene el mayor valor, se puede
considerar que este componente nos brinda la mayor cantidad de informacién de nuestro

paquete de datos.

Posteriormente los valores de PCA se graficaron para visualizar la forma en la que se
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discriminan asi como el agrupamiento de cada una de las etapas de los biosensores. En las
figuras y se muestran las etapas de funcionalizacion (circulo azul), activacion (trian-

gulo cian) e inmovilizacién (rombo magenta) asi como la deteccién (pentédgono violeta).
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Figura 3.6: PC' 1 contra PC 2 de: a)Biosensor 1, b)Biosensor 2, c)Biosensor 3, d)Biosensor 4.

La figura muestra las graficas del PC 1 contra el PC 2 para los biosensores 1, 2,
3 y 4 los cuales corresponden al 98.05%, 90.65 %, 96.82% y 93.43% de la varianza total,
respectivamente. En la figura se observan las graficas de PC 1 contra PC 2, los que
representan un porcentaje de varianza total de 95.54 %, 93.98 %, 97.88 % y 91.16 % para los

biosensores 5, 6, 7 y 8.
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Figura 3.7: PC 1 contra PC 2 de: a)Biosensor 5, b)Biosensor 6, c)Biosensor 7, d)Biosensor 8.

En todas las gréaficas se puede notar que tanto la inmovilizacién como la detecciéon estén
agrupados en una zona mientras que las otras etapas forman grupos por separado. La tabla

permite identificar la forma en la que se ubican los grupos segtin su valor de PC.

En la seccion [4.3] del apéndice, se grafican los PC 1y PC 2 de cada biosensor, en donde se
corrobora que las etapas del autoensamblado (FRPL, hidroxilacion, funcionalizacion, activa-
cion, inmovilizacion) asi como la deteccion, se agrupan y es posible discriminar efectivamente

entre ellas.
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Tabla 3.3: Signo de agrupamiento del valor de PC para las ﬁgums y.

Biosensores

Etapa PC 1 2 3 4 5 6 7 8
PC1 + - - - - - T -
Funcionalizaciéon | PC 2 - +,- - - - - + -
PC3|-,+|-,+|-,+| + |-,+]| - _ _

PC1 + - - - - - + _

Activacion PC2| + | +,-|-,+| - + - + -
PC3| + |-, 4| +,-|+,-|-+] - |-, +|-,+

PC1 - + |+, - - - + - - ,

Inmovilizacion | PC 2 - - e + |-, + - +
PC3|+,-| + |+,-] - SRR Il S I S

PC1| - S e e o I +

Detecciéon PC 2 - + |-,+ ] + + + - +
PC 3 - + |+, - - - + o+, -+,

La tendencia de agrupamiento de cada grupo de datos graficado en las figuras y
[3.7, permite discriminar de una mejor manera entre las diferentes etapas del proceso de
ensamblaje de los dispositivos, asi como la deteccion. Lo cual puede correlacionarse con los

resultados obtenidos por medio de los resultados de transmision.
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3.3.1. Comportamiento en funcién del tiempo

De manera maés especifica se graficaron las etapas de inmovilizacion y deteccién para ca-
da uno de los biosensores. Se analiza el comportamiento de los datos en funcion del tiempo,
esto facilita identificar el PC que nos permite discriminar mas la informacién de la evolucion

temporal de las mediciones.
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Figura 3.8: PC 1 contra PC 2 de inmovilizacion y deteccion de los Biosensores: a) 1, b) 2, ¢) 3y
d) 4.

En las figuras 3.8y 3.9 se muestra los datos correspondientes a la inmovilizacién (rombos
en color magenta) y de la deteccion (pentagonos en color violeta). Se observa que ambas

etapas estan agrupadas en cuadrantes diferentes lo que nos permite diferenciar la etapa de
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inmovilizacion y el proceso de deteccion. En todas las graficas el rombo y el pentagono de
color més obscuro corresponde a las mediciones iniciales, a cero minutos, mientras que el

rombo o el pentagono de color mas claro indica las mediciones finales, a los 120 minutos.
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Figura 3.9: PC 1 contra PC 2 de inmovilizacion y deteccion de los Biosensores: a) 5, b) 6, ¢) 7y
d) 8.

De las graficas se puede notar que el PC 2 es el componente que brinda una mayor
informacion sobre los cambios con respecto al tiempo de todos los datos del PCA. Para
corroborar lo anterior se realiza el PCA de los espectros de transmision de la deteccidon con
suero sanguineo obtenido 2 horas después de la inducciéon con y sin tratamiento previo en el
intervalo de 1250 a 1450 nm, el cual tiene un porcentaje de varianza de 99.99 % con sus dos

primeros componentes.
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En la figura los triangulos de color verde corresponden a suero sanguineo de 2 horas
sin tratamiento y los puntos rojos a 2 horas con tratamiento. El inicio de la flecha indica el
tiempo inicial de deteccion y la punta el tiempo final. De la grafica se puede inferir que el
PC 2 nos da informaciéon sobre las variaciones respecto al tiempo, mientras que el PC 1 nos

permite discriminar entre suero sanguineo con o sin tratamiento.
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Figura 3.10: PCA deteccion de biosensor 2 y biosensor 3.

Para este caso en particular, de la figura se puede inferir que cuando no existen cambios

respecto al tiempo y los puntos de PC se aglomeran existe una poca o nula deteccion de IL-10.
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3.3.2. Selectividad

Para corroborar la especificidad de los biosensores a la I1.-10 se utiliz6 la detecciéon de
estandar de Interleucina IL-10 como control positivo, usando la soluciéon de estdndar descrita
en la metodologia. Esta detecciéon se compara mediante PCA con las detecciones en sueros
sanguineos para entender la expresion de I1.-10 durante el proceso de ICGA. El anélisis de
componentes se realiza con los datos de los espectros de transmision en el intervalo de 1250

a 1450 nm en el cual estan comprendidas todas las variaciones de dichos espectros.

En la figura se muestra el PCA de la detecciéon de estandar de IL-10 (color negro)
y de los sueros sanguineos: 2 horas con tratamiento (rojo), 2 horas sin tratamiento (azul), 6

horas sin tratamiento (magenta) y a tiempo cero (verde).

| STD-IL-10

® 2hrind Con Tto
A 2hrind Sin Tto
] v 6hrind Sin Tto
1.0 4 _Control T Cero

PC 2 (7.64%)

PC 1(92.00%)

(a) (b)
Figura 3.11: PCA de la deteccion de STD-IL-10 y sueros sanguineos.

La grafica muestra un porcentaje de varianza del 99.64 %, en ella se observa que
la deteccion de todos los sueros sanguineos se aglomeran en un solo punto. Los puntos del
estandar de IL-10 (cuadros negros) y del suero a 2 horas sin tratamiento (tridngulos azules)
se encuentran en el segundo cuadrante, el control a tiempo cero (pentagonos verdes) se en-
cuentra en el cuadrante I cerca del origen, mientras que el suero a 6 horas sin tratamiento
(tridngulos invertidos magenta) y a 2 horas con tratamiento (puntos rojos) son los méas ale-

jados del STD-IL-10 encontrandose en los cuadrantes I y III.



CAPITULO 3. RESULTADOS: BIOSENSORES DE FRPL 50

En la figura se grafican los tres componentes principales de los procesos de de-
teccion de los sueros sanguineos con un porcentaje de varianza total del 99.85%. En dicha
grafica se observa que tanto los sueros de 2 horas con tratamiento, 6 horas sin tratamiento y

control tiempo cero se encuentran mas cerca de los puntos de detecciéon del estandar de IL-10.

Con la posiciéon de los puntos aglomerados de cada una de las detecciones es posible in-
ferir que el PC 1 y el PC 2 permiten discriminar la expresion de IL-10 en funcién del tiempo
de inducciéon de la ICGA y del tipo de suero sanguineo. Se observa que, para el PC 3, los
puntos mas alejados de la deteccion del STD-IL-10 podrian indicar una menor concentracion

de IL-10.
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Figura 3.12: PCA de la deteccion de STD-IL-10 y controles.

En la figura se muestran los puntos para la etapa de inmovilizacién (pentagonos vio-
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letas), para la deteccion de STD-IL-10 (cuadros negros), Anticuerpo Kisspeptina (circulos
rojos), Opsina OPN 5 (triangulos invertidos magentas) y la Proteinasa K (rombos verdes).
El PCA nos da un porcentaje de varianza del 64.24 % donde los puntos tanto de la etapa de
inmovilizaciéon como de la deteccion del STD-IL-10 se encuentran aglomerados en el plano
positivo del PC 1, a su vez los puntos de las etapas de detecciéon para las deméas mues-
tras estan aglomerados en el plano negativo del PC 1, lo que las confirma como controles
negativos. Ademés de lo anterior, se observa que debido a la forma en la que estan aglome-
rados los puntos y su posicion en los cuadrantes es posible discriminar entre cada una de las

detecciones.
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Conclusiones Generales

Se implement6 el protocolo experimental para la fabricacion de los biosensores de fibra
optica (FO) con rejilla de periodo largo (RPL), en los cuales se utilizo6 el Anticuerpo po-
liclonal IL-10 como elemento de reconocimiento biolégico para la deteccion de Interleucina
10 (IL-10) presente en suero sanguineo de modelo Murino al que se le indujo la ICGA con

diferentes tiempos y tratamientos previos.

Se obtuvieron los espectros de la senal de salida de la transmision de los biosensores en
cada una de las etapas del autoensamblaje y en el proceso de deteccién. En dichos espectros

se observaron variaciones en la amplitud y desplazamientos de la longitud de onda.

El analisis de los espectros obtenidos y las imégenes de microscopia permiten conocer
mas sobre la estructura y homogeneidad del biosensor construido en fibra 6ptica SMF-28
(monomodo) con Anti-IL-10 inmovilizada en su superficie mediante el protocolo de autoen-

samblado.

Las imagenes de microscopia Optica nos permiten observar cambios morfologicos en la
superficie de los biosensores derivados de cada una de las etapas del autoensamblado, asi
como los cambios superficiales originados por la interaccién de cada biosensor con los dife-

rentes analitos durante la etapa de deteccién.

52
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El PCA se realiz6 con los datos de cada etapa del protocolo de autoensamblado para cada
biosensor. Dicho anélisis se realiz6 en el rango de longitud de onda de 1275 a 1375 nm, en
el que se observaron mayores cambios espectrales. Los valores de PC 1 se encuentran entre

48.55 % y el 84.15% de la varianza.

El anéalisis de componentes principales permitié correlacionar los datos obtenidos de las
etapas de fabricacion del biosensor. En este analisis se observé un agrupamiento en térmi-
nos de los componentes principales. Este anélisis confirmé que el grabado de las rejillas,
el autoensamblado del biosensor y la etapa de detecciéon de la proteina IL-10 se realizaron

correctamente.

Ademés, el PCA sirvié como una herramienta importante en la detecciéon y discriminacion
de suero sanguineo obtenido a 2 horas de la induccién de la ICGA con y sin tratamiento. De
este analisis se puede inferir que el PC1 nos da informacién sobre la sustancia de interaccion
(suero con y sin tratamiento) y que el PC 2 nos brinda informacion sobre la evolucion tem-
poral de cada etapa. También, al realizar el PCA de los datos del STD-IL-10 y los controles,
se pudo discriminar entre cada una de las detecciones ya que los datos se aglomeran en nubes

de puntos con una tendencia de agrupamiento bien definida.

Finalmente, el desarrollo de estos biosensores es de suma importancia ya que su especi-
ficidad, tamano, costos y medicién en tiempo real los vuelve candidatos prometedores para
el desarrollo de dispositivos de deteccion de analitos especificos de manera in vivo e in situ
y en el caso particular de la IL-10 poder dar un diagnoéstico o tratamiento oportuno para

evitar danos severos a las neuronas cerebrales.
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Apéndice

4.1. Benzoato de Estradiol y su efecto neuroprotector.

Montoya (2016) describe diversas alteraciones progresivas en el funcionamiento cerebral
cuando hay una disminucion significativa del flujo sanguineo (hipoperfusion), las cuales in-
cluyen reduccion de la cantidad de neuronas piramidales del CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, gliosis (generacion de cicatrices en el cerebro), deterioro de funciones cognosci-

tivas de aprendizaje y pérdida de memoria espacial y de trabajo, entre otras [40].

Ademés los resultados de muchos estudios experimentales han mostrado que el benzoato
de estradiol ejerce efectos neuroprotectores en modelos de isquemias cerebrales tanto focal
como global inducida en animales de modelo Murino. En ratas hembras estas lesiones se

relacionan directamente con la deficiencia de estrégeno por padecimientos ovaricos [41].

El estradiol previene el dano o promueve la recuperacion de las funciones cognoscitivas,
del aprendizaje y de la memoria. El pre-tratamiento con estradiol reduce la lesiéon al hipo-
campo y preserva la integridad funcional, disminuyendo las pérdidas de neuronas piramidales

del cuerno de Ammon del hipocampo [40].

En la figura el grupo SHAM es la referencia tomando como 100 % la media de su
poblaciéon de neuronas, los grupos E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10 fueron tratados con estradiol
conservando un 95 %, 88% y 95% de las neuronas después de la hipoperfusion. El grupo
HCC-VEH no fue tratado con estradiol disminuyendo su poblacion en un 30 % con respecto

a la media de la referencia.
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Figura 4.1: Fotomicrografias de la poblacion neuronal del segmento CA1 del hipocampol40).
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4.2.

62

Espectros de Transmision

A continuacién se brinda una vista aumentada de los espectros de transmisién norma-

lizada de cada uno de los biosensores, presentados en la seccion [3.2] En los espectros se

denota: fibra con rejilla de periodo largo (linea en color rojo), hidroxilaciéon de la superficie

(linea en color verde), etapa de funcionalizacion (linea en color azul), activacion (linea cian),

inmovilizacion (linea en color magenta) y la deteccion (linea en color violeta).
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Transmision Normalizada

Figura 4.3:

Transmision Normalizada
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Tansmision Normalizada

Figura 4.5: Transmision Normalizada de Biosensor 4, suero de 6 hrs sin tratamiento.
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Figura 4.6: Transmision Normalizada de Biosensor 5,
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Figura 4.9: Transmision Normalizada de Biosensor 8, Proteinasa K.

4.3. Analisis de componentes principales

A continuacién se presentan las graficas de PCA para cada uno de los biosensores. Para ca-
da biosensor la grafica a) muestra todas las etapas descritas en la metodologia: hidroxilacion
(cuadros verdes), funcionalizacion (circulos azules), activacion (tridngulos cian), inmoviliza-

cién (rombos magenta) y deteccion (pentagono violeta).

Para todos los biosensores, su grafica b) muestra los tres componentes principales tanto
de la inmovilizacion como de la deteccion. Se observa que hay un cambio debido al tiempo
y se senala la direccion en la que sucede dicho cambio. El inicio de la flecha corresponde al

tiempo cero minutos y la punta a los 120 minutos.

Como se puede apreciar, las graficas nos muestran una clara discriminacion entre etapas

ademas de visualizar como se comportan las mediciones respecto al tiempo.
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4.4. Costos de cada etapa de fabricacién

En la tabla se muestran el costo total para desarrollar un solo biosensor. Dicho costo
fue calculado por cada etapa de fabricacion de los biosensores que incluyen el costo de los

reactivos y materiales usados.

Tabla 4.1: Costos de cada etapa para un biosensor.

FRPL
Etapa Costo (Pesos)
FO 2.1
Preparacion de la matriz soporte 0
Hidroxilacion 10.97
Funcionalizacion 57.1
Activacion 5.7
Inmovilizacion 200
Total 275.87
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