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Resumen

Segun la organizacién mundial de la salud, el cancer se encuentra en el segundo lugar de causas
de muerte a nivel mundial, se espera que para 2025 un total de 21 millones de nuevos casos y 10
millones de muertes alrededor del mundo. Especialmente en México, en 2024, el cancer ocupé
la tercera causa de muerte con 200 000 nuevos casos y 46 000 muertes.

Una forma para reducir los casos de muerte es el empleo de dispositivos que ayuden a detectar
esta enfermedad de forma répida, precisa y segura, por lo que un componente bioldgico que
puede ser gran utilidad para indicar la presencia de diferentes tipos de cancer de alta letalidad
en el cuerpo humano es la hormona hCG.

En este trabajo se presenta un biosensor basado en una fibra éptica taper decorada con na-
noparticulas de oro a fin de detectar diferentes concentraciones de hCG diluida tanto en agua
como en orina.

El biosensor de fibra 6ptica taper fue fabricado empleando la técnica flame-brushing con la ayuda
de un sistema mecatrénico hasta obtener un didmetro en su cintura de 3.5 pm. Se depositaron
nanoparticulas de oro con un diametro de 100 nm sobre la cintura de la fibra taper, utilizando
la técnica de fotodeposicion, un laser de 1550 nm, a fin de generar plasmones que amplifiquen
el campo evanescente emergiendo de la zona mas delgada de la fibra 6ptica taper.

Con el biosensor se cuantificaron diferentes concentraciones de hCG diluidas en agua entre 1 a
100000 mIU /mL , midiendo su repuesta de potencia éptica de salida, realizando cinco veces cada
una de las mediciones para cada una de las concentraciones, para determinar la repetibilidad
del dispositivo en la deteccion de la hormona. Los resultados experimentales demostraron que
al incrementar la concentracion de hCG, la respuesta de potencia 6ptica de salida se reduce,
mientras que, si se reducia la concentracién de hormona, la respuesta de potencia dptica se
incrementa.

Posteriormente, se realizé la deteccion de hCG diluida tanto en agua como en orina en un rango
de concentraciones entre 1 a 180 mIU/mL, valores clinicamente relevantes para la deteccién de
ciertos tipos de cancer.

La cuantificacion de estas concentraciones se llevd a cabo midiendo el corrimiento espectral
de la longitud de onda central y su respuesta potencia optica de salida, a partir de lo cual el
biosensor mostré un desplazamiento de longitud de onda y un cambio en la potencia éptica de
salida en funcién con la concentracién de hormona hCG.

El rendimiento y funcionamiento del biosensor demostraron un limite de deteccién de 0.4
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mlIU/mL para la solucién en agua tridestilada y de 0.03 mIU/mL para la solucién de orina,
con una sensibilidad de 0.012 nm/mIU.mL y 0.021 nm/mIU.mL respectivamente.

Cabe mencionar que , el biosensor mostré un buen rendimiento para medir un amplio rango
de concentraciones de hCG. Ademas, presenta un potencial para aplicaciones biomédicas y en
la industria farmacéutica, en el cual miles de pacientes se pueden beneficiar de un dispositivo
que permita indicar la posible presencia de diferentes tipos de cancer en etapa temprana de una
forma rapida y oportuna.




Indice general

Lista de figuras

1.

Estado del arte

1.1. Estadisticas del cancer . . . . . . . . . . . ...
Hormona hCG . . . . . . . . . . .
Biosensores para la deteccion de la hormona hCG . . . . .. . . ... ... ...

1.2.
1.3.

1.4.

1.5.
1.6.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.

Deteccién de hormona hCG usando sensores electroquimicos . . . . . . .
Deteccién de hCG usando sensores basados en colorimetria . . . . . . . .
Deteccién de hormona hCG usando sensores épticos . . . . . . . . . . ..

Patentes relacionadas con la deteccién de hormona hCG . . . . . . . . . . . ..

1.4.1. Deteccién de hormona hCG en saliva . . . . . . ... .. ... ... ...
1.4.2. Deteccién de hormona hCG mediante inmunocromatografia . . . . . . .
Hipotesis . . . . . . . o

Objetivos del trabajo . . . . . . . . . . .

. Fundamentos tedricos

2.1. Sensores biologicos . . . . ..o
2.2. Sensores de fibra dptica . . . . . . ...

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.

Fibra optica taper . . . . . . . . . ...
Campo evanescente . . . . . . . . . . ...
Resonancia de plasmones superficiales localizados . . . . . . ... .. ..
Configuraciones de sensores por fibra optica . . . . . . . . .. ... ...
Fibra éptica de tipo U sin revestimiento . . . . . . . .. ... ... ...

Desarrollo experimental

Fabricacién del transductor (fibra éptica taper) . . . . . . . .. ... ... ...
Preparacién del receptor (nanoparticulas de oro) . . . . .. ... ... ..
Sistema de transduccién . . . . ..o Lo

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.

3.5.

3.3.1.

Interaccién de nanoparticulas de oro y campo evanescente . . . . . . . .

Preparacién y caracterizacion del analito (hormona hCG) . .. ... ... ...

3.4.1.
3.4.2.
3.4.3.

3.4.4.

Preparacion de la hormona hCG . . . . . . ... ... .. ... .. ....
Caracterizacion del analito (hormona hCG) . . ... .. ... ... ...
Caracterizacion de la hormona hCG para la deteccion de diferentes tipos
de cdncer . . . ...
Deposito de la hormona hCG sobre la fibra optica taper decorada con
Au-Nps . . .

Caracteristicas de rendimiento del biosensor . . . . . . . . . . . ... ... ...

ITI

© 00 i

18
20
26
26
26
27
27

29
29
33
35
37
40
42
43



INDICE GENERAL
INDICE GENERAL
4. Resultados 67
4.1. Caracterizacion y deteccién del analito . . . . . .. .. ..o 68
4.1.1. Deteccién de hormona hCG (1-100000 mIU/mL) diluida en agua tridestilada 69

4.1.2. Respuesta espectral al depositar hormona hCG diluida en agua (1,10,100,1000,10000

y 100000 mIU/mL) . . .. ..o 70
4.2. Anélisis de repetibilidad para el caso de agua tridestilada . . . . . . . . . .. .. 71
4.2.1. Repetibilidad para los valores de respuesta de potencia 6ptica . . . . . . 71
4.3. Caracterizacién de la hormona hCG para la deteccion del cancer . . . . . . . . . 73
4.3.1. Respuesta de potencia Optica de salida en funcion de la concentracion de
hormona hCG diluida en agua tridestilada . . . . . . ... ... ... .. 73
4.3.2. Respuesta espectral en funcion de la concentracién de hormona hCG di-
luida en agua tridestilada . . . . . . .. ... ... L. 75
4.3.3. Analisis de repetibilidad para hormona hCG diluida en agua . . . . . . . 76
4.3.4. Respuesta de potencia Optica de salida en funcion de la concentracion de
hormona hCG orina . . . . . . . . . . .. .. ... ... ... 79
4.3.5. Analisis de repetibilidad para la hormona hCG diluida en orina . . . . . 81
4.4. Desempeno del biosensor . . . . . . .. ..o 84
4.4.1. Figuras de mérito para el agua tridestilada . . . . . . . . .. ... 84
4.4.2. Figuras de merito para laorina . . . .. .. ... Lo L 85
4.4.3. Tabla de general de figuras de merito . . . . . . . .. ... ... ... 86
5. Conclusiones 87
6. Apéndice 89

II



Indice de figuras

1.1.
1.2.
1.3.

1.4.
1.5.

1.6.
1.7.

1.8.
1.9.

1.10.

1.11.

1.12.

1.13.

1.14.

1.15.

1.16.

1.17.

Casos por cada tipo de céncer a nivel mundial durante 2023 [4] . . . . . . . . ..
Mortalidad por cada tipo de céncer a nivel mundial durante el 2023 [4] . . . . .
Incremento de la incidencia de cdncer en hasta 77 % dentro de los proximos 30
anos[4] . ..o
Incremento de la mortalidad de céncer en los préximos 30 anos[5] . . . ... ..
Las 10 principales causas de muerte en méxico por género durante el 2023, segtin
INEGI[6] . . . o oo
A)Subunidad a y § de la hormona hCG, B)Estructura completa de la hormona
hCG [1] . o
hCG yelcancer . . . . . . . . .
Sensores mas empleados para detectar cancer a base de la hormona hCG. . . . .
A)Funcionalizacién del sensor B) Curva de calibracién del sensor y grafica de
nyquist donde se observa el incremento de la impedancia en funcién de la con-
centracién de hormona hCG.[10] . . . . . . ... .. ... .. L.
A)Funcionalizacién del sensor, B) Espectros de fluorescencia en presencia de di-
ferentes concentraciones de hormona hCG, C) Dependencia de la intensidad de
la fluorescencia de la concentracién de hCG.[11] . . . . .. ... ... ... ...
A)Diagrama de funcionalizacién, B) Curva de calibracién del inmunosensor para
diferentes concentraciones de hormona hCG. El recuadro muestra las respuestas
de voltamperometria ciclica del inmunosensor electroquimico a diferentes concen-
traciones de hCG (0, 0,5, 2,5, 5, 10, 25, 40, 50 ng/mL).[12] . . . .. ... .. ..
A)Curvas de resistencia de las cinco concentraciones depositadas en el FET,
B)Voltaje de compuerta en funcién de la concentracion de hCG.[13] . . . . . ..
A) Configuracion experimental, B)Curva de calibracion de después de depositar
diferentes concentraciones de hormona hCG.[14] . . . . ... ... ... ... ..
A)Funcionalizacion del sensor, B)Respuesta de voltaje contra corriente donde se
observa que mientras que la concentracion de hormona hCG aumenta, la corriente
se reduce hasta llegar a la saturacién.[15] . . . . . ... ... 0oL
A) Inmovilizacién de anticuerpo,B)Inmovilizacion de antigeno, C)Curva de ca-
libracién en el cual se muestra que mientras se incrementa la concentracion de
hormona hCG en orina artificial, se reduce considerablemente la corriente de
drenaje del transistor FET.[16] . . . . . .. .. .. .. . . ... ...
A)Funcionalizacion de biosensor,B)Incremento de la impedancia en funcién de la
concentraciéon de hormona hCG.[17] . . . . .. ... ... ... ...
A)Preparacién de sensor de colorimetria,B) Curva de calibraciéon donde se mues-
tra que al aumentar la concentracién de hormona hCG, la absorbencia también
se incrementa, lo cual es directamente proporcional. [18] . . . . . ... ... ..

III

[\]



INDICE DE FIGURAS
INDICE DE FIGURAS

1.18.

1.19.

1.20.

1.21.

1.22.

1.23.

1.24.

1.25.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.7.
2.8.
2.9.

2.10.

2.11.

2.12.
2.13.

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.

A)Preparacién de sensor de colorimetria B)Desviacién estandar de cada una de
las muestras[19] . . ... 19
A)Inmobilizacién del sensor,B) Grafica de conversion fototérmica en funcién de
la concentracién de hormona hCG, C) Gréafica de calibracién de la temperatura
en funcién de la concentracién de hormona hCG [20] . . . ... ... ... ... 20
A)Arreglo experimental del sensor,B)Espectros de desplazamientos para diferen-
tes concentraciones de hormona hCG (0.05,5 y 500 mIU/ml).[21] . .. ... .. 21
A)Arreglo experimental B) Desplazamientos de longitud de onda resonante, don-
de muestra que al reducir la concentracién de hormona hCG, el desplazamiento
de longitud de onda se decrementa, C)Curva de calibracién cuando la hormo-
na hCG interactua con el anticuerpo hCG, lo cual se muestra un aumento del
desplazamiento de longitud de onda de hasta 6 fM en 10 nM [22] . . . . . . . .. 22
( A) Arreglo experimental,B) cambio de longitud de onda frente al tiempo en
diferentes concentraciones de solucién de hormona hCG, C) reproducibilidad:
cambio de longitud de onda frente a concentracién de hormona hCG.[23] . . .. 23
A)Diferentes etapas de funcionalizacion de la fibra, B)cambio de longitud de onda
con el aumento del tiempo en diferentes concentraciones de hormona hCG; (C)
la barra de error de cambio de longitud de onda en diferentes concentraciones de

hormona hCG([24] . . . . . . . . o 24
Infografia de las principales caracteristicas de varias configuraciones de fibra

Optical26] . .. 25
Patente para detectar hormona hCG . . . . . ... ... ... ... ... .... 27
Partes de un sensor biolégico . . . . . .. ... Lo 30
Partes de una fibra optica . . . . . .. ..o L 33
Reflexion total interna en una fibra éptica . . . . . . . .. . ... 34
Fibra éptica taper fabricada empleando el sistema flame-brushing[36] . . . . . . 36
Vista longitudinal de una fibra éptica taper[36] . . . ... ... ... ... ... 36
A) Campo evanescente interactuando en una muestra B)Profundad de penetra-

cion de una onda evanescente . . . . . ... ..o 38
Interfaz de ntcleo-revestimiento con onda evanescente . . . . . . . . .. ... .. 38
Resonancia de plasmones superficiales localizados en una fibra éptica taper . . . 41
Fibra éptica sin revestimiento . . . . . . . . .. ... Lo 42
Geometria de la regiéon de sensado de una fibra sin revestimiento tipo U, donde

al doblarla en forma de U, el angulo critico es mas grande que el angulo incidente
y en consecuencia aumentan las perdidas de potencia éptical[34] . . . . ... .. 43
A) Vista transversal de una fibra tipo D, B)Vista longitudinal de una fibra dptica
tipo D cubierta por una pelicula de oro, para provocar resonancia de plasmones

superficiales.[34] . . . . . . . 44
Vista transversal de una fibra reflexion de cara fina.[34] . . . . . ... ... ... 45
Diagrama de una fibra éptica de rejilla tipo bragg.[35] . . . . . . . ... ... 46
Diagrama a bloques del sensor de fibra 6ptica taper . . . . . . .. .. ... ... 48
Sistema mecatrénico de fabricacién de fibra éptica taper (TOF) . . . .. .. .. 49
Inicio de barrido con soplete empleando el sistema mecatronico de fabricacion de

fibra 6ptica taper (TOF) . . . . . . . ... 49
Microscopio éptico metalografico vertical marca VELAB modelo VE-146 . . . . 50

v



INDICE DE FIGURAS
INDICE DE FIGURAS

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.
3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.
3.17.

3.18.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Imagen de microscopio éptico de TOFs fabricadas,con un didmetro de: A) 3um,

B)25umy C)3.5um . . . ... 51
Micrografia de SEM de dos fibras opticas taper recién fabricadas de diferentes
didmetros A) 3um, B) 3.5pum . . ..o 52
Micrografias SEM de la fibra 6ptica cénica fabricada. El didmetro de la cintura
es de 3,5bum y la region de transiciéon es de aproximadamente 0.74 cm. . . . . . . 52
Descripcién gréfica de la preparacion de los nanoparticulas de oro (Au-Nps) . . 53

A)Nanoparticulas de oro (Au-Nps) sin agitar, B) Extraccién de nanoparticulas de
oro empleando una jeringa,C) Nanoparticulas de oro después de agitarlas usando
una tina ultrasonido, donde se observa su cambio de color. . . . . . . . ... .. 54
A) Arreglo experimental, B)Esquema experimental implementado para el decora-
do de la fibra éptica taper con Au-NPs; C) Micrografia SEM de la TOF fabricada
, D)Micrografia SEM de la TOF decorada con Au-NPs . . ... ... ... ... 55
Esquema del campo evanescente amplificado (E4.,) alrededor de la cintura de
la fibra optica taper generado por el laser y el campo eléctrico generado cercano
derivado por los plasmones de superficie localizados (Ey.),la profundidad de
penetracién del campo evanescente (d,) y el campo evanescente emergiendo de

la fibra optica taper (Ejp) . . . . . . . ..o 56
Preparacion de concentraciones de hormona hCG obtenidas a partir de la técnica
de diluciones seriadas. . . . . . .. ... 58
Esquema de secuencia de preparacién de diluciones de hormona hCG . . . . . . 59
A) Lecturas mostradas de cada nivel disponible de embarazo en una prueba
comercial digital, B)Grafica de niveles de hormona hCG versus las primeras tres
semanas de embarazo[70] . . . . ... Lo 60
A)Espectro de FTIR caracteristico de la hormona hCG, B)Espectro caracteristico
de fluorescencia de la hormona hCG . . . . . . . . . .. .. ... ... ...... 61
Espectro caracteristico de fluorescencia de la hormona hCG . . . . . . ... ... 62
Configuracion experimental de deposito de diferentes concentraciones de hCG
sobre la fibra éptica taper funcionalizada con nanoparticulas de oro . . . . . . . 63
Configuracion experimental del sensor de fibra éptica en tiempo real . . . . . . . 64

Comportamiento de la respuesta potencia éptica de salida la depositar sobre
la fibra éptica taper decorada con nanoparticulas de oro la concentracion de
hormona hCG diluida en agua tridestilada correspondiente a 100000 mIU/mL . 68
Respuestas de potencia éptica de salida al depositar diferentes concentraciones

de hormona hCG (1-100000 mIU/mL) sobre la fibra éptica taper . . . . . . . .. 69
Corrimiento espectral perteneciente entre la concentracién mas alta de hormona
hCG ylaméds baja . . . . . . . . .. 70
Rangos de deteccion para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en agua
tridestilada (1-100000 mIU/mL) depositadas sobre la fibra éptica taper . . . . . 71
Repetibilidad de los valores de la respuesta de potencia éptica en funcion de
diferentes concentraciones de hormona hCG diluida en agua tridestilada . . . . . 72
Respuestas de potencia optica de salida al depositar diferentes concentraciones
de hormona hCG (1-180 mIU/mL) sobre el transductor . . . . . ... ... ... 74
Respuestas espectrales al depositar diferentes concentraciones de hormona hCG
(1 y 180 mIU/mL) sobre el transductor . . . . . . .. ... ... ... 75




INDICE DE FIGURAS
INDICE DE FIGURAS

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

6.1.
6.2.
6.3.

Rangos de deteccién para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en agua

tridestilada entre 1 a 180 mIU/mL depositadas sobre la TOF . . . . . . . . . .. 76
Repetibilidad de valores de potencia 6ptica de salida en funcion de diferentes
concentraciones de hormona hCG de 1 a 180 mIU diluido en agua tridestilada . 77
Repetibilidad de valores espectrales en funcién de diferentes concentraciones de
hormona hCG de 1 a 180 mIU diluido en agua tridestilada . . . . . . . .. . .. 78
Respuestas de potencia 6ptica de salida al depositar 1,10,50,100,150 y 180 mIU /mL

de hormona hCG diluida en orina . . . . . . . ... . ... ... ... ...... 79
Respuestas espectral al depositar 1 y 180 mIU/mL de hormona hCG diluida en
OTINA . . o v v o bt e e e e e e e 80
Rangos de deteccién para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en orina

entre 1 a 180 mIU/ml depositados sobre la TOF . . . . . . . ... .. ... ... 81
Grafica de barras de error representando la repetibilidad de los valores calculados
enlatabla 4.4 . . . . . L 82
Grafica de barras de error representando la repetibilidad de los valores calculados
enlatabla 4.5 . . . . . .. 83
Articulo publicado . . . . ... 90
Articulo en revision . . . .. L. L 91
Participacién en congreso . . . . . .. ..o 92

VI



Capitulo 1

Estado del arte

En este capitulo, se da a conocer el estado del arte con respecto a biomarcadores de hormona
hCG, transductores de fibra optica para deteccién de biolégicos, y finalmente, transductores
de fibra éptica taper para deteccién de la hormona hCG. Adicionalmente, se incorporan los
objetivos generales, objetivos especificos, justificacién y finalmente la descripcion del trabajo

1.1. Estadisticas del cancer

Segun las estadisticas el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, debido
a multiples factores como es la mala alimentacién, factores genéticos, exposicién a quimicos de
alta peligrosidad, fumar, adquisicién de oncovirus, entre otros més|[3].

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2023 se reportaron 20 millo-
nes de nuevos casos y 9.8 millones de muertes a causa del cancer[4]. Los tipos de céncer que
representaron las mayores tasas de incidencia se presentan en la figura 1.1:

Incidencia de céncer en el mundo en ambos sexos en 2023 - Casos

Utero

Rifién
Leucemia
Pancreas
Esofago
Linfatico
Vejiga

Cuello uterino
Tiroides
Higado

Tipo de cancer

Estémago
Prostata
Colon
Mama

Pulmén

0 500,000 1,000,000 1,500,000 2,000,000 2,500,000

Casos en millones

Figura 1.1: Casos por cada tipo de cancer a nivel mundial durante 2023 [4]
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En tanto que, la mortalidad por cada tipo de cancer en el mundo se muestra en la figura 1.2,
donde se observa que el cdncer de pulmoén y de colon tiene las tasas mas altas de mortalidad[4].

Mortalidad a nivel mundial en ambos sexos durante 2023 - Defunciones

Boca

188,438
Ovario 206,956
Vejiga 220,596
Cerebro 248,500
Linfatico 250,679
Leucemia 305,405
Cuello uterino 348,874
Préstata 397,430
Esdéfago 445,391

Pancreas 467,409

Tipo de cancer

Estémago 660,175

Mama 666,103
Higado 758,725
Colon 904,019

Pulmén 1.81747E6

0.0 400.0k 800.0k 1.2M 1.6M 2.0M
Casos

Figura 1.2: Mortalidad por cada tipo de cédncer a nivel mundial durante el 2023 [4]

Ademas, se pronostica que para el ano 2050 los casos de cancer a nivel mundial se incrementen
en aproximadamente 77 %, el cual representan 35 millones de casos (15 millones de casos més
en comparacién de 2020)[4], como se muestra en la figura 1.3.

Prediccion de numeros de casos de
cancer en ambos sexos

I Numero de casos

35.28106M

32.64456M

30 OM . 29.88521M
27.01682M

25.0M 24.11263M

21.32524M

20 OM 19.9765M

15.0M

10.0M

Numero de casos(millones)

5.0M

0.0
2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050

ANO

Figura 1.3: Incremento de la incidencia de cdncer en hasta 77 % dentro de los préximos 30
anos|4]
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Mientras que la mortalidad se elevara en un 60 % con 19 millones de muertes[5], como se
muestra en la grafica de la figura 1.4.
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Figura 1.4: Incremento de la mortalidad de céncer en los proximos 30 afios|5]

En el contexto nacional, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en 2023, el cancer en México ocupé el tercer
lugar de las principales causas de muerte, con 195 500 nuevos casos y un 46 % en defunciones,
ya que 7 de cada 10 casos se detectan demasiado tarde (etapa 4 o metastasis). En la figura 1.5
se muestra una tabla con las 10 principales causas de muerte en México durante 2023, donde
los tumores malignos ocuparon el tercer lugar en defunciones|6].
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Rango Total Mujer Hombre

2 Diabetes mellitus Diabetes mellitus Diabetes mellitus
30 501 15275 15224

3 Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
23464 12472 10 991

Enfermedades cerebrovasculares
4463

Enfermedades cerebrovasculares
9237

Enfermedades cerebrovasculares
4774

10

[ Enfermedades transmisibles h. Enfermedades no transmisibles T Externas

Figura 1.5: Las 10 principales causas de muerte en méxico por género durante el 2023, segin
INEGI|6]

Asimismo, el grupo de edades mas vulnerables a este padecimiento fueron las personas con
edades comprendidas entre los 60 anos en adelante, debido al deterioro de sus organos que
provocan la mutacion del ADN de las células y, por lo tanto, la formacién de carcinomas y
adenocarcinomas de muy alta mortalidad. Y finalmente, los tipos de cdncer mas comunes en
México en el ano 2023 fueron el cancer de mama, el de préstata, de ttero, de colon y de
pulmén|3].

Un biomarcador con potenciales aplicaciones para la deteccién temprana del cancer es la hormo-
na gonadotropina coriénica humana, la cual es una glucoproteina importante en la reproduccion
y estd asociada con diversas condiciones patoldgicas, incluyendo neoplasias de células germinales
y carcinomas de préstata, mama, pancreas, higado y pulmoén, lo que la convierte en un marcador
clave en la deteccién y seguimiento de ciertas enfermedades oncoldgicas [referencvias].

1.2. Hormona hCG

La hormona gonadotropina coriénica humana o también denominada “hCG”, es una glucopro-
teina producida por una variedad de drganos, pero en gran cantidad por la hipdfisis, la cual
es util para la deteccion y mantenimiento del embarazo, deteccion del aborto, preeclampsia,
sindrome de Down, coriocarcinoma (cédncer después del embarazo) y, asi mismo,para detectar
otros tipos de cancer no gestacional (mama, pancreas, prostata, higado, colon, etc),los cuales
tienen altas tasas de mortalidad si no se detectan en etapas iniciales. 1]

Esta hormona se divide en dos subunidades enlazadas no covalentemente, a y (3, donde «
contiene 92 aminodcidos con una masa molecular de 14.5 kD (kilodaltons) y § contiene 145
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aminoacidos con un peso de 22.2 kD, para hacer un total de 237 aminoacidos y una masa
molecular de 37.7 kD. Al separarse o y 3, la hormona hCG pierde su actividad bioldgica y
finalmente no intercede en los demas 6rganos. Asi mismo, la hormona hCG es procesada por el
higado y desechada por el rinén con una vida 1til entre 33 y 36 horas en el exterior.En la figura
1.6 se muestra la estructura completa de la hormona hCG y sus subunidades a y 3 .

Subunidad beta
(B)

Subunidad alfa
() Estructura completa de la hormona hCG

con sus dos subunidades juntas

Figura 1.6: A)Subunidad « y  de la hormona hCG, B)Estructura completa de la hormona
hCG [1]

De igual forma, la hormona hCG es un miembro de la familia de hormonas glicoproteicas que
incluye la hormona luteinizante (LH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la hormona
estimulante del foliculo (FSH), que al interaccionar con otras células de otros érganos producen
progesterona, Interleucina-6, citoquinas entre otras hormonas y proteinas que mantienen al
organismo en buen funcionamiento.

Ademas, la hormona hCG puede ser 1til para la deteccién y monitoreo de diferentes enfer-
medades de tipo cancerigeno o derivados del embarazo, ya que esta hormona al producirse en
diferentes 6rganos puede ser un biomarcador 1til en laboratorio. La hormona hCG al estar com-
puesta por dos subunidades, la mas empleada para la localizacion de diferentes enfermedades es
la subunidad 3, debido a que (8 interacciona o regula diferentes hormonas y células de diferentes
organos y al producir mas glucoproteina de lo normal.

En el contexto historico, el primer uso de la hormona hCG para deteccién y monitoreo de
diferentes enfermedades fue destinado especialmente a la deteccién de embarazo en 1928, debido
a que Aschheim y Zondek al inyectar orina de una mujer embarazada en una rata, esta se mostro
en celo e inquieta debido a la interaccion entre el estrogeno y la hormona hCG, mientras que
si se inyectaba orina de una mujer no embarazada en la rata, esta no se mostro en celo y se
mostré completamente tranquila.
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Para los anos 60, se empezaron a desarrollar diferentes dispositivos para detectar embarazo
usando la hormona hCG como lo fueron los radioinmunoensayos, pero con unas desventajas,
tal y como el empleo de elementos radiactivos como el yodo para el etiquetado de la hormona
hCG, asi como el no poder descartar las subunidades a y 3

En los anos 70, los métodos de deteccion mejoraron con respecto a la discriminacion de las
subunidades 8 y a que componen a la hormona hCG, la detecciéon de diferentes concentraciones
de la hormona hCG, asi como el desarrollo de la primera prueba de embarazo moderna basada
en tira flujo lateral (LFA), con una membrana fabricada de nitrocelulosa con gotero, la cual fue
cubierta completamente de anticuerpos anti-3 hCG para su uso exclusivo en casa.

Hacia 1974, la comunidad cientifica comenz6 a investigar otras aplicaciones que se le pudieran
dar a la hormona hCG (aparte del embarazo), debido a lo cual en un estudio realizado por Grift
Ross y Judith Vaitukaitis, se estudiaron diferentes muestras de hormona hCG en orina y plasma
de personas con carcinomas en estémago, pancreas, pulmon, préstata y mama, donde empleando
un radioinmunoensayo se observo que estas tuvieron altas concentraciones de hornona hCG, ya
que los tumores cancerosos segregaron grandes concentraciones de hormona hCG en etapas de
cancer tipo 4 (metdstasis)[2]. Debido a lo anterior, esta hormona hCG tiene potencial como
biomarcador, puesto que permite detectar embarazo, sindrome de Down, preeclampsia, y que
en niveles anormales puede ser util para la deteccion de diferentes tipos de canceres como el de
colon, mama, pancreas, pulmoén, entre otros.

Asi pues, a partir de las investigaciones realizadas por Ross y Vaitukaitis, la comunidad cientifica
empezd a investigar més sobre el uso de la hormona hCG para detectar diferentes tipos de cancer
de alta mortalidad (colon, mama, pancreas, pulmén, entre otros), donde se dieron cuenta de
que la subunidad (3 es la culpable de aumentar la agresividad de estos canceres, debido a que es
la hCG-f segrega enzimas y coldgeno que aumentan el crecimiento de tumores cancerigenos.

Ademas, la hCG-f bloquea completamente el mecanismo de la muerte programada de las células
(apoptosis), el cual evita que las células cancerosas mueran y asi aumenten en mayor proporciéon
hasta convertirse en metastasis. En otro estudio, altas concentraciones de hormona hCG-f en
diversos canceres como el de pancreas, son senales de canceres de alta agresividad como los
adenocarcinomas y ademas estas concentraciones tan altas de hormona hCG-f liberan enzimas
y proteinas que protegen al tumor y los convierten altamente resistentes a las radioterapias,
quimioterapias e inmunoterapias. Debido a lo anterior, los niveles altos de subunidad g y los
pronésticos de supervivencia de cancer son de muy baja probabilidad (figura 1.7).
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Figura 1.7: hCG y el cancer

Ademas, otro estudio indica que los niveles elevados de hormona hCG f son bastante comunes
en el 72-86 % de los pacientes con cancer pancredtico y biliar [19,47]. También, se han observado
concentraciones elevadas de hCG f en el 25-40 % de los pacientes con céncer de ovario, rifién,
vejiga, mama y cabeza y cuello, ya que, en los tipos de cancer anteriores, una concentracion
elevada se asocia con una supervivencia corta.

En la tabla 1.1, se muestran algunos datos acerca de el porcentaje de positividad de cancer
empleando la hormona hCG subunidad S en orina y sus concentraciones en etapa 1.

Tipo de cancer | Nuiimero de casos | Porcentaje de deteccién | Concentracién de hCG (mIU/mL)
Ovario 207 68 % 94
Utero 410 48 % 40
Péncreas 29 55 % 150
Vejiga 102 48 % 55
Pulmén 122 24 % 16
Mama 100 34 % 172

Tabla 1.1: Tabla de positividad de diferentes canceres usando la hCG y sus concentraciones

En consecuencia, de acuerdo a lo anteriormente senalado, en este trabajo se propone aprovechar
la hormona hCG para detectar diferentes tipos de cancer, debido a que es mediador en varios
organos y hormonas del cuerpo humano, en especial para la deteccién temprana de diversos
adenocarcinomas, lo cuales son tumores de gran rapida mutacién y de gran agresividad que se
propagan por via sanguinea o linfatica de modo que provocan metéstasis en todo el organismo.
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1.3. Biosensores para la deteccion de la hormona hCG

El tipo de sensores que pueden ayudar a detectar la hormona hCG son los llamados biosensores,
debido a que permiten detectar diferentes tipos de variables bioldgicas como virus, bacterias,
hormonas, entre otras mas, en una forma rapida, precisa, econémica, asi como en la de facilitar
el monitoreo de estas variables bioldgicas en tiempo real[8].

Los principales biosensores empleados para detectar hormona hCG, para facilitar la detecciéon
de cancer en sus etapas tempranas son los sensores electroquimicos, colorimétricos y opticos,
sin embargo, cada uno de ellos tienen sus ventajas y desventajas, las cuales se nombran a
continuacién|[9]:

En el caso de los sensores electroquimicos, su principal fortaleza consiste en la deteccion en bajos
limites, amplio rango dindmico y una alta sensibilidad al detectar diferentes elementos biologicos.
También, los sensores electroquimicos ofrecen un bajo consumo eléctrico, una instrumentacion
econdmica para medir los cambios electroquimicos entre la unién antigeno-anticuerpo en tiempo
real, como los amperimetros y voltimetros. Sin embargo, las desventajas en este tipo de sensores
son el largo proceso de funcionalizacién, la fabricacién y disenio de las placas se tiene que realizar
en ambientes controlados como en laboratorios especificos.

El segundo tipo de sensado més comun para detectar la hormona hCG es el de quimica colori-
metria, donde su proceso de preparacion es relativamente sencillo, ya que se mezcla el bioreceptor
de interés como un aptamero, asi como también nanoparticulas de oro o plata para acelerar la
reaccién catalitica del aptamero y hormona hCG. Aunque, la principal desventaja de estos sen-
sores radica en la de proporcionar muy bajos limites de deteccién que auxilien en la deteccion
de diferentes tumores cancerigenos.

El tercer grupo mas empleado para detectar cancer es la del uso de sensores épticos, los cuales
ofrecen diversas ventajas con respecto a los otros grupos de sensores, tal y como su alta sensi-
bilidad, el uso de nanoparticulas metalicas que posibilitan el incremento de la sensibilidad del
sensor, fabricacién facil y econémica, monitoreo en tiempo real, su alta precisién y su empleo
en lugares compactos y de alta peligrosidad (figural.8 ).
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Figura 1.8: Sensores mas empleados para detectar cancer a base de la hormona hCG.

Enseguida, se presentan algunos reportes acerca de los biosensores mas empleados para la de-
teccion de la hormona hCG:

1.3.1. Deteccion de hormona hCG usando sensores electroquimicos

En 2014, Sofia Teixeira y Robert S. Conlan, diseniaron un inmunosensor electroquimico para
detectar la hormona hCG presente en orina a bajas concentraciones. El inmunosensor elec-
troquimico estuvo compuesto principalmente de una capa de polianilina la cual es altamente
conductora y con gran estabilidad quimica. Enseguida, se le anade una capa de grafeno, la cual
fungird como electrodos de tres terminales, donde se depositard la hormona y el anticuerpo
hCG, y finalmente, se deposita un buffer de suero bovino para descartar algunas proteinas y
aminoacidos de la orina, con el fin de que el sensor sea altamente selectivo a la hormona hCG.
con respecto a la respuesta obtenida por el sensor al depositar diferentes concentraciones de
hCG presentes en orina que oscilan entre 0.001 a 100 ng/mL, se tiene que al analizar las gréficas
de Nyquist adquiridas empleando espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), se obser-
va un incremento lineal de la impedancia conforme se va incrementando la concentracién de
hormona hCG, donde el sensor tuvo un limite de deteccién de 0.286 pg/mL, el cual tiene un
potencial de deteccién a limites muy bajos de hCG para detectar etapas tempranas de algunas
comorbilidades como el céncer[10].
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Figura 1.9: A)Funcionalizacién del sensor B) Curva de calibracién del sensor y grafica de
nyquist donde se observa el incremento de la impedancia en funciéon de la concentracion de
hormona hCG.[10]

Por otra parte, Ning Xia y Xin Wang en 2016 disenaron un sensor basado en etiquetado fluores-
cente, un aptamero peptidico como bioreceptor y como sustrato una capa de éxido de grafeno
para detectar diferentes concentraciones de hormona hCG. El procedimiento de funcionalizacion
consistié en depositar sobre la placa de éxido de grafeno el aptamero fluorescente denominado
isotiocianato de fluoresceina, el cual su papel en este sensor esta en la de detectar la hormona
hCG adecuadamente. Luego, ya depositado el aptamero sobre la placa de 6xido de grafeno, se
depositan diferentes concentraciones de hormona hCG entre 0.05 y 20 IU/mL. Entonces, cuando
la hormona hCG interactiie con el aptamero, la intensidad de la luz de fluorescencia aumentara
o disminuira conforme la concentraciéon de hormona hCG cambie. Finalmente, los resultados
obtenidos al detectar diferentes concentraciones de hormona hCG fue que la intensidad de fluo-
rescencia se increment6 conforme la concentraciéon de hormona hCG aumenta, por lo que la
intensidad fue directamente proporcional a la concentracién de hormona hCG con un limite de
deteccién de 20 mIU/mL, lo cual lo hace ideal para el campo industrial y médico[11].
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Figura 1.10: A)Funcionalizacién del sensor, B) Espectros de fluorescencia en presencia de
diferentes concentraciones de hormona hCG, C) Dependencia de la intensidad de la
fluorescencia de la concentracién de hCG.[11]

Otro ejemplo de sensor electroquimico para la detecciéon de hormona hCG, fue el reportado por
Hejie Wang y Wenjuan Guo en 2017, el cual consiste en un sandwich con multiples materiales
metalicos con alta conductancia eléctrica que aumentan la sensibilidad del sensor como lo son
las nanoparticulas de oro y los carbones porosos a base de lignina. La funcionalizacién del in-
munosensor electroquimico se fundamentoé principalmente en depositar sobre la placa de carbén
poroso una pelicula de nanoparticulas de oro y se dejé secar durante 12 horas, con el fin de
que las nanoparticulas quedaran bien distribuidas por toda la placa de carbon poroso. Luego se
depositaron en conjunto anti-HCG (bioreceptor) y buffer de suero bovino para descartar algunas
proteinas y aminodcidos y finalmente las diferentes concentraciones de hCG que oscilan entre
0.5 y 50 ng/mL. En consecuencia, los resultados obtenidos que emplearon voltamperometria
ciclica fueron que al incrementar la concentracién de hormona hCG, la corriente se decrement6
debido al bloqueo de caminos de la transferencia de electrones.Ademas, se presenta la curva de
calibracién del sensor en general. Finalmente, el limite de deteccion de este inmunosensor fue
de 6.4 pg/mL con un potencial de empleo en el drea. médica.[12].
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Figura 1.11: A)Diagrama de funcionalizacién, B) Curva de calibracién del inmunosensor para
diferentes concentraciones de hormona hCG. El recuadro muestra las respuestas de
voltamperometria ciclica del inmunosensor electroquimico a diferentes concentraciones de hCG

(0, 0,5, 2,5, 5, 10, 25, 40, 50 ng/mL).[12]

En otro reporte de 2017,los doctores Kamrul Islam y Ahmed Suhail, presentaron el disenio de
un biosensor basado en un transistor de efecto de campo o mejor conocido transistor FET para
la deteccion del biomarcador de hCG. Este biosensor basado en un transistor FET se compuso
principalmente de dos diferentes capas semiconductoras. La compuerta estuvo compuesta por
oxido de silicio y grafeno, el drenaje y la fuente estuvieron compuestos de oro para dar mejor
conductividad al transistor. El grafeno es un elemento que al ser expuesto a antigenos o anti-
cuerpos se une rapidamente a los atomos que conforman al grafeno e inmediatamente cambia
la corriente que esté circulando sobre el transistor y por ende aumenta su sensibilidad. Luego,
se hizo la deteccién de hCG a diferentes concentraciones (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 1
ng/mL, 100 ng/mL) en la compuerta del transistor de grafeno y, en consecuencia, se detecta-
ron los cambios de resistencia en la compuerta. Finalmente, al aumentar la concentracién de
hCG, hubo desplazamientos en la curva de resistividad y de voltaje, ademas que el transistor
de grafeno fue capaz de detectar la concentracién més baja de hCG que fue de 1 pg/mL a una
sensibilidad de 0.30 W/ng/mL, la cual supera a las pruebas comerciales de deteccién de hCG,
donde su limite més bajo de deteccién es de 5 ng/mL[13].
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Figura 1.12: A)Curvas de resistencia de las cinco concentraciones depositadas en el FET,
B)Voltaje de compuerta en funcién de la concentraciéon de hCG.[13]

También en 2018, los investigadores Eyad M. Hamad y Ghadeer Hawamdeh desarrollaron un
dispositivo capaz de detectar hormona hCG con la interacciéon de antigenos-anticuerpos con
ayuda de unas tiras llamadas LFA (andlisis de flujo lateral) y un transductor electroquimico. El
trabajo experimental consistié en usar dos electrodos de cobre unidos a las tiras LFA. Sobre las
tiras de LFA se vierte la hormona hCG junto con NaCl como solucién para calibrar el sistema.
Enseguida se toman los valores de los voltajes por medio de los electrodos conectados a las
tiras y se obtiene andlisis de resultados. Los resultados obtenidos fueron primero la calibracion
de las tiras LFA usando cloruro de sodio, con el fin de obtener una mejor posiciéon de los
electrodos para detectar hormona hCG. Luego, se deposita hormona hCG sobre las tiras de
LFA en diferentes concentraciones (25, 100, 200, 1000, 5000 y 10000 mIU/mL) y se obtiene una
grafica concentracién versus voltaje promedio, el cual incrementa en funcién de la concentracion

de hCG.[14].
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Figura 1.13: A) Configuracién experimental, B)Curva de calibracién de después de depositar
diferentes concentraciones de hormona hCG.[14]

Se tiene otro reporte del ano 2019 donde Mohammad Rizwan y Muhammad Hazmi llevaron
a cabo la deteccion de hCG a muy bajas concentraciones empleando un sensor electroquimico
elaborado principalmente de nanocompuestos metéalicos, con el fin de convertir el sensor en uno
ultrasensible a concentraciones muy bajas de hormona. El proceso de funcionalizacién consistié
principalmente en tomar la punta o electrodo empleado en voltametria ciclica y cubrirla de nano
cebollas de carbono (CON), nanoparticulas de oro (AuNP) y polietilenglicol (PEG), los cuales
son nanocompuestos capaces de amplificar la respuesta de salida y acelerar la transferencia de
electrones. Luego, depositados los nanocompuestos sobre la punta del electrodo de carbdn, se
procede a depositar anticuerpo anti-hCG, el cual se encargard de reconocer la hormona hCG.
Enseguida, para transformar al sensor mas selectivo a la hormona hCG, se corresponde a de-
positar sobre el anticuerpo buffer de suero bovino y finalmente se deposita la hormona hCG en
concentraciones dentro del rango de 0-1000 pg/mL. En relacién con los resultados obtenidos por
medio de Técnica de voltametria de onda cuadrada, se observé una reduccion de la corriente
de salida al incrementar la concentraciéon de hormona hCG, debido a las interacciones electro-
estaticas repulsivas al interactuar la hormona con los electrones presentes en el electrodo[15].
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Figura 1.14: A)Funcionalizacién del sensor, B)Respuesta de voltaje contra corriente donde se
observa que mientras que la concentracién de hormona hCG aumenta, la corriente se reduce
hasta llegar a la saturacién.[15]

En otro reporte mas reciente, fabricaron un biosensor portable basado en un transistor FET,
para detectar concentraciones de hormona hCG desde los 0.5 a 100 ng/mL en el afio 2021. Por
otro lado, el proceso de fabricacién del sensor consistié en colocar una doble capa de polimeros
organicos como polimetilmetacrilato junto con dimetilsiloxano, a fin de aumentar la sensibilidad
del transistor. Luego, se colocan electrodos de oro en las compuertas del transistor, donde uno
es tomado y el otro en el que se depositaron las diferentes concentraciones de hormona hCG. Por
lo tanto, el procedimiento de funcionalizaciéon consistié en cubrir el electrodo de oro conectado
en la compuerta de anticuerpo monoclonal hCG y enseguida se depositan las concentraciones de
hormona hCG, donde las respuestas que presenten al interactuar la hormona hCG y anticuerpo
con la compuerta se monitorearan empleando un osciloscopio. Con respecto a los resultados, se
obtuvo que al incrementar cada vez més la concentraciéon de hCG (0.5, 5, 25, 50 y 100 ng/ml),
el voltaje de compuerta aumentaba y la corriente de drenaje se reducia, ademas de que al hacer
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con pruebas de orina con la hormona hCG, el sensor aumenté mas su sensibilidad. Finalmente,
el sensor mostré un rango dindmico en 0.5-100 ng/ml y un limite de deteccién de 0.5 ng/ml[16].
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Figura 1.15: A) Inmovilizacién de anticuerpo,B)Inmovilizacion de antigeno, C)Curva de
calibracién en el cual se muestra que mientras se incrementa la concentracion de hormona hCG
en orina artificial, se reduce considerablemente la corriente de drenaje del transistor FET.[16]

Finalmente, en un reporte més reciente de 2023, Adrian Koterwa y Magdalena Bojko reportan
la fabricaciéon de biosensor electroquimico basado principalmente la modificacion de un elec-
trodo de oro con cisteamina y oligopéptido, con el fin de aumentar la sensibilidad del sensor y
detectar concentraciones bajas de hormona hCG. Con respecto a la funcionalizaciéon del sen-
sor, se procedié a depositar sobre el electrodo de oro cisteamina y dos horas después se colocd
oligopéptido. Mas tarde, con el objetivo de bloquear proteinas y otros elementos bioldgicos, se
depositan 10 pL de buffer de suero bovino durante 45 minutos y pasado ese tiempo se depositan
las diferentes concentraciones entre 0.5 mIU/mL y 50 000 mIU/mL. Los resultados obtenidos
fueron que, al realizar un andlisis de espectroscopia de impedancia electroquimica en la salida
del sensor, la impedancia se incrementaba conforme la concentracién de hCG también aumen-
taba. Por tltimo, el biosensor fue capaz de detectar concentraciones entre 0.5 mIU/mL-50 000
mlU/mL y un limite de deteccién entre 0.0095 mIU/mL[17].
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1.3.2. Deteccion de hCG usando sensores basados en colorimetria

En 2014, se reporta la deteccion de hCG usando colorimetria por Chia-Chen Chang y Chie-
Pein Chen. El proceso de construccion del sensor consistié en usar un aptamero confeccionado
principalmente para detectar hormona hCG en concentraciones que van de 0, 5, 15, 40, 100, 250,
750, 1000, y 2000 mIU/mL y nanoparticulas de oro, donde se miden sus respuestas de absorcién
empleando espectroscopia de ultravioleta a 400 nm. Los resultados obtenidos al mezclar en
un tubo eppendorf, las nanoparticulas de oro, el aptamero y las diferentes concentraciones de
hormona hCG fueron que al aumentar la concentracién de hCG, el espectro de absorcién también
aumento, el cual el sensor muestra una respuesta directamente proporcional a la concentracién de
hormona hCG. Ademas, el sensor mostré una saturacién de la medicion en concentraciones mas
altas de 1000 mIU/mL. Finalmente, el sensor consiguié un limite de deteccién de 15 mIU/mL
y rango dindmico entre 0 a 1000 mIU/mL[18].
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Figura 1.17: A)Preparacién de sensor de colorimetria,B) Curva de calibracién donde se
muestra que al aumentar la concentracion de hormona hCG, la absorbencia también se
incrementa, lo cual es directamente proporcional.[18§]
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Ademas, en 2015 se presenta un sensor basado en colorimetria disenado por Chia-Chen Chang y
Chie-Pein Chen para detectar hormona hCG. El procedimiento de fabricacién de este sensor fue
el mezclar el aptdmero con nombre PPLRINRHILTR (el cual esté confeccionado para detectar
exclusivamente a la hormona hCG), nanoparticulas de oro y las diferentes concentraciones de
hormona hCG que van de 0, 10, 50, 100, 500, 750, 1000, y 2500 mIU/mL en un tubo eppendorf.
Los resultados obtenidos al realizar un estudio de absorcion de ultravioleta en 420 nm, fue que
la absorcién con aptamero y nanoparticulas de oro, el pico de absorcién se ubicé en 600 nm,
pero cuando se agregd la hormona hCG a la soluciéon con aptamero y nanoparticulas de oro, el
pico de absorcién se ubicé en 525 nm, donde la longitud de onda se desplazd 75 nm. Finalmente,
el limite de deteccién de este sensor fue de 25 mIU/mL y un rango de deteccién entre 50 a 1000
mlIU/mL[19].
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Figura 1.18: A)Preparacién de sensor de colorimetria B)Desviacién estandar de cada una de
las muestras|19]
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1.3.3. Deteccion de hormona hCG usando sensores opticos

Con respecto a los métodos épticos, se reporta en el ano 2019 el disenno de un inmunosensor
fototérmico, el cual esta basado en nanoparticulas azules prusianas que tienen una fuerte ab-
sorcién en el infrarrojo, anticuerpos monoclonales anti-hCG de conejo y ratén, y finalmente
la hormona hCG. En relacién con el proceso de funcionalizacion, primero se procede a depo-
sitar en un microplato 50 ng de anti-hCG monoclonal de ratén y se espera 24 horas para su
distribucién completa. Después, se deposita la hormona hCG e inmediatamente se encierra la
hormona hCG con otros 50ug de anticuerpos monoclonales de conejo. Finalmente, se depositan
las nanoparticulas azules prusianas sobre los anticuerpos monoclonales de conejo y se incide luz
infrarroja a 980 nm, en el cual los cambios de temperatura que se presenten al interaccionar los
anticuerpos y las nanoparticulas prusianas seran monitoreados empleando un termoémetro. Con
respecto a los resultados obtenidos al monitorear la temperatura, se observd que al incrementar
la concentracién de hCG, la temperatura también se incrementé de 25 a 76 © con un limite de
deteccién de 5.8 pg/mL y rango de dindmico entre 0.01 y 100 ng/mL[20].
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Figura 1.19: A)Inmobilizacién del sensor,B) Grafica de conversién fototérmica en funcién de la
concentracion de hormona hCG, C) Gréfica de calibracién de la temperatura en funcién de la
concentraciéon de hormona hCG [20]
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Se tiene otro reporte del ano 2019, donde Rahul Kumar y Yuankui Leng disenaron un sensor
basado en un interferémetro de fibra 6ptica taper, a fin de detectar bajas concentraciones de
hormona hCG. Por otro lado, el diseno del sensor consistié en el acoplamiento de una fibra 6ptica
monomodo con una fibra éptica sin nicleo con un diametro de 7 um. Después, sobre la cintura de
la fibra éptica sin ntcleo, se depositan anticuerpos monoclonales y enseguida se deposita buffer
de suero bovino para descartar proteinas y otros elementos bioldgicos indeseados. Mas tarde
se depositan las diferentes concentraciones de hormona hCG (0.05, 0.5, 5, 50, 500 mIU/mL)
y luego se vuelve a depositar anticuerpos monoclonales anti-hCG sobre la hormona hCG, y
finalmente se depositan las microesferas magnéticas con el fin de amplificar la respuesta éptica
de salida del sensor. En consecuencia, la respuesta optica de salida obtenida por analizador de
espectros 6ptico, mostré que mientras mas se incrementa la concentraciéon de hormona hCG,
la longitud de onda se desplazaba a longitudes mas grandes, por lo que los desplazamientos de
cada concentracion fueron 0.27, 1.27 y 2.17 nm. Para concluir, el limite de deteccién logrado
hasta el momento empleando este tipo de sensores fue de 0.0001 mIU/mL[21].
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Figura 1.20: A)Arreglo experimental del sensor,B)Espectros de desplazamientos para
diferentes concentraciones de hormona hCG (0.05,5 y 500 mIU/ml).[21]
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Asimismo, se tiene otro reporte del ano 2020, donde Erol Ozgur y Kara Ellen Roberts llevaron a
cabo la deteccién de hormona hCG en orina en 6rdenes de los femtomolares empleando resona-
dores 6pticos microtoroides bloqueados por frecuencia. Respecto al proceso de funcionalizacion,
consistio en remojar por 5 minutos el toroide con anticuerpos anti-hCG y enseguida se enjuaga
con agua, con el propésito de que esté listo para depositar la hormona hCG en presentacion
de orina simulada. En consecuencia, la respuesta en tiempo real del microtoride al interactuar
la anti-hCG y la orina simulada oscilando en concentraciones entre 100 aM a 10 nM fueron
monitoreados por un analizador de espectros, donde se observd que el sensor fue capaz de de-
tectar concentraciones cercanas a los 3 fM y en el cual no requiere etiquetado de la molécula
objetivo, eliminando asi la necesidad de etiquetas fluorescentes o radiactivas que aumentan la
complejidad y el costo del ensayo[22].
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Figura 1.21: A)Arreglo experimental B) Desplazamientos de longitud de onda resonante,
donde muestra que al reducir la concentracion de hormona hCG, el desplazamiento de
longitud de onda se decrementa, C)Curva de calibracién cuando la hormona hCG interactua
con el anticuerpo hCG, lo cual se muestra un aumento del desplazamiento de longitud de onda
de hasta 6 fM en 10 nM [22]
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En otro reporte que data del ano 2020, donde Ling Chen y Sheng Peng Wan reportan la deteccion
de la hormona hCG, usando como transductor una fibra 6ptica de hueco cénico monomodo
pulida en forma de D. Se decidié usar una fibra 6ptica con el nicleo hueco debido a que este
tipo de fibras han detectado diferentes variables tanto fisicas como biolégicas gracias a su gran
sensibilidad al sensar y precision si se usa como interferometro. Por lo tanto, se fabricé un
sistema de fibra éptica pulida en forma de D que esta conformado en dos de sus extremos por 2
fibras épticas monomodo y fusionado en la parte de en medio por una fibra 6ptica de hueco en el
nicleo monomodo. Enseguida, se pule la fibra de hueco en el niicleo hasta un diametro de 26.5um
y asi finalmente la fibra queda en forma de D. A continuacién, se funcionaliza la fibra éptica
taper de hueco cénico al depositar primero trietoxisililpropilo, el cual creara grupos carboxilos
que unan adecuadamente al bioreceptor (anti-f hCG). Luego se deposita el anticuerpo anti-/3
hCG y después la fibra se sumerge en 3 diferentes concentraciones de hormona hCG (5 mIU/ml,
50 mIU/ml y 100 mIU/ml) y se monitorea su respuesta a través de un espectrometro. Los
resultados obtenidos al realizar cuatro veces el experimento al depositar hormona hCG en tres
concentraciones fueron (5 mIU/ml, 50 mIU/mly 100 mIU/ml) que al aumentar la concentracién
de hormona hCG, el desplazamiento de frecuencia aumento en alrededor de 0.82 nm hasta llegar
a 100 mIU/mL. Finalmente, su limite de detecciéon fue de 0.058 mIU/mL, lo cual significa que el
sensor fue capaz de detectar concentraciones menores a 5 mIU/ml en un buen desempeno, que
le permite en un futuro ser empleado en instalaciones clinicas para el monitoreo de diferentes
enfermedades|23].
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Figura 1.22: ( A) Arreglo experimental,B) cambio de longitud de onda frente al tiempo en
diferentes concentraciones de solucién de hormona hCG, C) reproducibilidad: cambio de
longitud de onda frente a concentracién de hormona hCG.[23]
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De igual forma, los cientificos Wei Luo y Bin Liu reportan en 2022 el diseno de un biosensor
basado en una fibra éptica monomodo SMF-28, donde su geometria fue modificada, primero
puliendo una seccién de la fibra hasta que quedara en forma de D y luego la seccién de en medio
de la fibra se adelgaz6 con un sistema equipado con estiramiento y barrido con soplete la cual
redujo su didmetro entre 6pum a 10pum. El motivo de modificar de dos maneras la geometria de la
fibra fue en la de amplificar su sensibilidad debido a que el campo evanescente al salir en mayor
proporcion de la zona delgada de la fibra optica, esta sera muy sensible a los cambios de indice de
refraccién del exterior y en consecuencia detectard la hormona hCG en una concentracién muy
pequena. Por otra parte, el proceso de funcionalizacion de la fibra consistié en sumergirla primero
en trietoxisililo, la cual creara grupos carboxilos que se adaptaran a la anti-hCG [ (bioreceptor)
y asi la hormona hCG sea detectada. Las concentraciones medidas por la fibra éptica de hCG
fueron 5, 50 y 500 mIU/ml y su respuesta fue monitoreada mediante un espectrémetro[24].
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Figura 1.23: A)Diferentes etapas de funcionalizacion de la fibra, B)cambio de longitud de onda
con el aumento del tiempo en diferentes concentraciones de hormona hCG; (C) la barra de
error de cambio de longitud de onda en diferentes concentraciones de hormona hCG([24]
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Por dltimo, se tiene un reporte de 2024, en el cual se describe la deteccion de hormona hCG
usando un cristal liquido y nanoparticulas de oro para amplificar la sensibilidad del sensor
por Xue Wang y Huanyuan Wang. Acerca del proceso de funcionalizacion, se compuso fun-
damentalmente remojar la placa de cristal liquido en solucién pirana con el fin de quitar los
contaminantes de esta. Después, se crean grupos carboxilos depositando APTES sobre la placa
de cristal y enseguida se deposita el anticuerpo anti hCG . Luego, se fijan las nanoparticulas
de oro y finalmente se depositan las diferentes concentraciones de hormona hCG que abarcan
entre 1, 10, 50, 100, y 500 mIU/mL. Por lo tanto, los resultados obtenidos al hacer incidir luz
ultravioleta fue que sin hormona hCG, el pico de resonancia se establecié en 520 nm y con hCG
el pico de resonancia se desplazé a 531 nm, con un desplazamiento total de 11 nm. Finalmente,
el sensor mostré un limite de deteccién de 0.00196 mIU/mL[25].

Finalmente, en la tabla comparativa de la figura 1.8, se muestran distintas clases de configu-
raciones de sensores de fibra optica, donde se observa que la fibra éptica taper tiene mayores
ventajas que en comparacion que las otras configuraciones como lo es su costo, produccion y su
pequena capacidad[26].

Estructura del sensor Costo Pequefio Produccién facil Fortaleza mecanica
Foeépicarit 9 9 000 000 00 00000 00000
fadptiadesico @ @ 9 @@ OOO OO 00000 00000
ol QO QOO 00O OO 00000 0000 0
it spticadesilic o @ @ 9 @ QOO OO 00000 00000
ferdiiarstc: @ 9 Q@O QOO0 O 00000 00000
Taper 00000 00000 00000 0O0OCOCO

Carafinalreficiads. @ @ @ OO O 0O 0O 00000 00000
wik 00000 00000 00000 00000
Rejilagrabada @ @O O OO 00000 Q0000 00000
REE 000 00 00000 00000 0000
@  Muybien @ Regular @ Mab

Figura 1.24: Infografia de las principales caracteristicas de varias configuraciones de fibra

éptica[20]
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Con respecto a los sensores opticos, los que han llamado la atencién en la comunidad cientifica
para detectar variables biologicas son los sensores basados en fibra dptica taper, debido a sus
multiples fortalezas tal y como su inmunidad a la interferencia electromagnética, bajos limites
de deteccién, son rapidos y precisos, su monitoreo en tiempo real y finalmente su costo muy
bajo.

Adicionalmente, con el fin de aumentar la sensibilidad del sensor de fibra éptica taper, se emplean
nano materiales metalicos, debido a sus diversas ventajas como lo es su biocompatibilidad con la
muestra bioldgica a sensar, su gran area/ volumen, la amplificacién de los campos evanescentes
emergiendo la cintura de la fibra 6ptica taper en el espectro infrarrojo y su facil funcionalizacion
en la fibra éptica.

1.4. Patentes relacionadas con la detecciéon de hormona
hCG

Llevando a cabo una revision bibliografica del registro de patentes relacionadas con la deteccion
de hormona hCG empleando fibra optica taper, se encontré que ain no existen hasta 2024
registros de deteccion de esta hormona empleando métodos 6pticos como lo son el empleo de
interferometros, fibras épticas, resonadores 6pticos entre otros.

Las tnicas patentes que se encontraron para la deteccion de hormona hCG fueron para detectar
embarazo con dos patentes, los cuales usan métodos electroquimicos para su deteccién .En la
siguiente seccion se presentan las caracteristicas principales de estas patentes y el dibujo de la
patente.

1.4.1. Deteccion de hormona hCG en saliva

En 2016, la empresa Wuhan HealthCare Biotecnologia Co con sede en Wuhan, China, registré un
dispositivo para detectar hormona hCG a partir de saliva con modelo de patente CN106370871A.
El dispositivo estd compuesto de una capa de nitrocelulosa (capa de control), la fibra de 4cido
nitrico, placa basa y papel reactivo de fibra de vidrio. Su funcionamiento consiste principalmente
el método de inmunocromatografia, donde un filtro de nitrocelulosa esta recubierto de anticuer-
pos de raton anti-hCG y que al interactuar con la saliva del paciente diluida en 0.2 mL de agua
destilada, el papel reactivo mostrara las siguientes leyendas si la persona esta no embarazada.
Con la leyenda en el reactivo +++ representa embarazada y - representa no embarazada[27].

1.4.2. Detecciéon de hormona hCG mediante inmunocromatografia

Para 2022, la empresa Biotime Biotechnolog radicada en Xiamen, China, registré una patente
de un dispositivo capaz de detectar embarazo de una forma muy precisa y mas rapida que una
prueba de digital de embarazo basada en el método de deteccién de inmunocromatografia. El
dispositivo esta constituido por una placa base de reaccién, almohadillas de muestra, almohadi-
llas de neutralizacion, almohadillas de oro, linea de deteccién, linea de control de calidad, linea
de pelicula de reaccién y almohadilla de absorcién de agua.

La ventaja de este dispositivo es su capacidad de discriminar los otros componentes de la
hormona hCG como lo es la subunidad LH y la FSH, lo cual puede provocar una reacciéon
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cruzada con la subunidad  que se usa comunmente para detectar el embarazo y de como
resultado en la linea de control un falso positivo.

Por lo tanto, el modo de funcionamiento consiste en una almohadilla de oro rociada con an-
ticuerpos de ratén anti-hCG, la linea de control esta cubierta de IgG anti-ratén de cabra y
una almohadilla de neutralizacion cubierta de anticuerpo monoclonal anti-LH y anti-FSH de
conejo, donde al depositar orina de mujer embarazada en la almohadilla de prueba, la hCG se
adapta al anticuerpo de ratén y las subunidades LH y FSH se neutralizan con los anticuerpos
monoclonales LH y FSH, con el fin de evitar falsos positivos.

En la figura 1.24 se presenta la patente del dispositivo con 1) placa base de reaccién 2) almoha-
dillas de muestra 3) almohadillas de neutralizacién 4) almohadillas de oro 5)linea de deteccién
6) Linea de control de calidad Linea 7) Pelicula de reaccién y 8) Almohadilla de absorcién de
agual28].
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Figura 1.25: Patente para detectar hormona hCG

1.5. Hipdtesis

Empleando un sensor basado en una fibra 6ptica taper con un diametro aproximado de 3um, la
cual es funcionalizada con nanoparticulas de oro, se depositaran diferentes concentraciones de
hormona hCG entre 1-100000 mIU/mL, donde se obtendrén diferentes respuestas de potencia
optica de salida en funcién a cada una las concentraciones de hormona previamente mencionadas,
poniendo mayor énfasis en el intervalo de concentraciones que ayuden a detectar diferentes tipos
céancer en etapa 1 (16 a 175 mIU/mL).

1.6. Objetivos del trabajo
Objetivo General

Desarrollo de un biosensor para la detecciéon del biomarcador hCG basado en un sensor de fibra
Optica taper funcionalizada con nanoparticulas de oro.

Objetivos Especificos

1. Revision del estado del arte de biomarcadores de hormona hCG y biosensores de fibra
Optica.
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. Fabricacién del biosensor de fibra optica taper funcionalizada con nanoparticulas de oro

. Anélisis de la respuesta 6ptica de las nanoparticulas/fibra Gptica taper para deteccién
bioldgica, utilizando la hormona hCG a diferentes concentraciones diluida en agua desio-
nizada(Caracterizacién base del biomarcador de hCG).

. Analizar los cambios de intensidad éptica que presenta la fibra dptica taper (TOF), al
variar las concentraciones de hormona hCG.

. Anélisis de la respuesta 6ptica de las nanoparticulas/fibra Gptica taper para deteccién
bioldgica, empleando orina y/o sangre.

. Anélisis de la respuesta 6ptica de las nanoparticulas/fibra Gptica taper para deteccién
bioldgica, usando la hormona hCG a diferentes concentraciones diluida en orina y/o sangre
(Caracterizacién del biomarcador de hCG).

. Analisis del biomarcador y comparacién con biomarcadores reportados.

. Diseno y propuesta de materiales del producto.
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Capitulo 2

Fundamentos tedricos

En este capitulo se describiran los conceptos mas importantes que caracterizan a nuestro tra-
bajo, como la definicién de sensores bioldgicos, campo evanescente, sensores de fibra dptica,
especialmente los de fibra 6ptica taper y finalmente plasmones superficiales.

2.1. Sensores biolégicos

El uso de sensores se ha incrementado en los tltimos anos debido a que son empleados en
diversos campos como en la investigacion, industria, alimentos, entre otros. Sin embargo, los
sensores biolégicos han captado el interés debido a que ellos pueden ser usados para convertir
procesos bioquimicos en una senal medible a detectar y asimismo poseen alta sensibilidad de
deteccién y otras cualidades que seran discutidas mas adelante[29].

Los biosensores comunmente se emplean en el diagnéstico clinico de enfermedades, aplicacio-
nes médicas, monitoreo ambiental, y de defensa para combatir el bioterrorismo. Para que un
biosensor pueda trabajar de forma adecuada, debe de considerarse lo siguiente:

1. El analito (la muestra o elemento que se desea medir) deberd ser estable
2. El sensor debe de ser exacto, preciso y mostrar una alta sensibilidad.
3. Debera ser pequeno, portable y de costo razonable.

4. Que proporcione mediciones en tiempo real para una medicion rapida.
Debido a lo anterior, un biosensor es un dispositivo que permite detectar y medir una sustancia

de interés biolégico. Su principal finalidad es proporcionar informacién réapida, en tiempo real,
precisa y fiable del analito a medir.
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Asimismo, las partes mas importantes de un sensor biolégico se muestran en la figura 2.1:
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A continuacién se realiza un resumen de cada uno de ellos:

1. Fluidos corporales

Un fluido corporal son todas las secreciones o liquidos biolégicos, fisiolégicos o patolégicos
que se producen en el organismo, los cuales facilitan el transporte de nutrientes o expulsan
desechos de las células, debido a que el cuerpo humano estd compuesto principalmente
por agua en un 67.85 %, ademds de que otros érganos también tienen ciertas cantidades
de agua como por ejemplo el cerebro y el corazén tienen el 73 %, la piel 65 %, los pulmones
84 %, los rinones 79 %, el higado por 71 %, el cerebro 73 % y el pancreas por 73 %.

Por lo tanto, el cuerpo al estar compuesto por agua, las células también tienen cierta
cantidad de agua, que al liberarse por orina o por el sudor, se pueden encontrar diferen-
tes componentes biolégicos como sodio, potasio, urea, glucosa, hormonas, acidos que al
cambiar sus concentraciones nominales, pueden ser empleados como biomarcadores para
la deteccién de diferentes enfermedades.

En particular, los fluidos corporales se pueden dividir en categorias como saliva, bilis,
semen, secreciones vaginales, leche humana, liquido amnidtico, orina y sangre, entre otros,
dependiendo de su variacion en la apariencia fisica. , propiedades, tipos de células y nimero
de células.

2. Analito

El analito son las sustancias bioldgicas de interés a sensar como lo son hormonas, proteinas,
glucosa, ADN, virus, parasitos, bacterias, enzimas, entre otros, los cuales se detectan a
través de su interaccién con un receptor especifico.
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3. Bioreceptor y receptores

Son elementos de naturaleza bioldgica o sintetica que son afines al analito, en el cual
ayudan a detectarlo muy facilmente, ademas de que son elementos responsables de amarrar
o atar el analito o muestra de interés a la superficie del transductor. Los bioreceptores
mMas comunes son:

= Anticuerpos

Son muy empleados en la mayoria de los biosensores a causa de que son estables y
versatiles. Se emplea para amarrar o atar analitos o muestras de origen quimico o
microbiolégico y al mismo tiempo proporciona deteccion a bajas concentraciones.

= Acido nucleico

Se utiliza para detectar enfermedades genéticas e infecciones, microorganismos en el
agua y la comida y en la medicina forense gracias a que su mecanismo de deteccion
basado en DNA el cual permite atarse rapidamente al codigo genético o secuencia
del analito analizado y asi es rapidamente localizado y convertido a senal eléctrica.

» Enzimas

La mayoria de los biosensores emplean este tipo de bioreceptor debido a sus capaci-
dades de reaccion catalitica al unirse al analito. Se dice reaccion catalitica al aumento
de la velocidad de la reacciéon quimica entre analito y bioreceptor y, por lo tanto, la
deteccién se amplifica generalmente. Por tltimo, al ser muy selectivas y sensibles a
los cambios, producen una respuesta bastante rapida de deteccién.

= Receptores sintéticos

Los receptores sintéticos son fabricados de nanomateriales como lo son las nano-
particulas, nanotubos y nanocompuestos, asi como se pueden encontrar fabricados
a base de oro, carbdn, plata, entre otros elementos. Una peculiaridad de estos bio-
receptores es el tamano de su didmetro, que oscila entre de 1 y 1000 nm. Al ser
tan pequenos, presentan una gran superficie activa y, en consecuencia, poseen mayor
sensibilidad a su entorno, una respuesta rapida al ser unidos con el analito de interés
y el mas importante, su poder de amplificacion de senal.

4. Transductor

Es la parte mas elemental del biosensor, ya que convierte los cambios relacionados entre
el analito y el bioreceptor a senales eléctricas u épticas y asi mismo convierte la informa-
ciéon en un efecto medible. Ademas, la intensidad de la senal presentada como reaccién
bioquimica al unirse el analito y el bioreceptor es directa o inversamente proporcional a la
concentracion del analito [65][67]. Los transductores se dividen en 3 tipos, los cuales son:

= Electroquimicos

Este transductor emplea un electrodo para la localizacién de cualquier analito a
través de la deteccién de una propiedad eléctrica como la resistencia, corriente, po-
tencial, capacitancia e impedancia. También se basan en el potencial quimico de una
especie particular en solucién (el analito), medido en comparacién con el electrodo
de referencia. Sus aplicaciones principales son en el sector de industrial y en el medio
ambiente. Sus ventajas son su alta especificidad, sensibilidad y selectividad, tienen
un tiempo de respuesta reducido y son rentables.
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s  Piezoeléctrico

Este transductor se apoya principalmente en los sistemas microelectromecanicos como
los resonadores de frecuencia y cuarzos que son sensibles a los cambios de masa,
densidad y viscosidad. Son utilizados a menudo en la deteccion de colera, hepatitis
y enfermedades originadas por alimentos contaminados. Las ventajas de este tipo de
sensores son la alta sensibilidad, tamano pequeno, alta robustez y alta precisién. Sus
desventajas son su alta sensibilidad a la temperatura.
] ()ptico

El transductor éptico es un poderoso instrumento que ha tenido influencia en varias
areas, como en la investigaciéon biomédica, monitoreo ambiental y como dispositivo
para enfrentar el bioterrorismo. El proceso de transduccién se basa fundamentalmente
en los cambios de indice de refraccion, fase, amplitud y frecuencia de la luz de entrada
al estar en contacto entre el analito y bioreceptor. Los componentes principales de un
transductor optico son la fuente de luz, la cual puede ser luz infrarroja, el dieléctrico
(fibra éptica o arreglos épticos) y finalmente el sistema de deteccién 6ptica. Las
ventajas de usar este transductor son la rapidez en deteccion en tiempo real, la
ultraalta sensibilidad, la inmunidad a la radiacién electromagnética y su tamano
pequeno y las desventajas son las afectaciones que tiene la medicién al entrar en
contacto con el medio ambiente, asi como la deteccién es perturbada al entrar otro
agente como la suciedad y el polvo.

5. Amplificaciéon

En esta etapa se detecta la senal optica o eléctrica proveniente del transductor, en la que
para ser interpretada por una computadora, es necesario primero pasar por un amplificador
debido a que la senal del transductor cominmente es muy débil. Luego, al ser amplificada,
debe ingresar por una tarjeta de adquisiciéon de datos, donde la senial analégica amplificada
se muestrea y se convierte a digital, que, en consecuencia, se manda a una computadora
y finalmente estos datos son interpretados y visualizados.

Por lo tanto, el elemento clave para medir cualquier elemento bioldgico de interés, son los
transductores, debido a que estos se encargan de convertir todos los procesos fisicoquimicos
que ocurran en el transductor en una senial medible. Los transductores que han tomado mayor
relevancia en los ultimos anos son los transductores opticos, a causa de que estos tienen ciertas
ventajas, tal y como su ultraalta sensibilidad a los cambios del exterior, son econémicos, rapidos
y se pueden instalar en cualquier lugar por su tamano compacto, en comparaciéon de los sensores
electroquimicos u piezoeléctricos que necesitan laboratorios especializados para su fabricacion.
En la siguiente seccion, se habla principalmente de los tipos de sensores de fibra éptica y sus
caracteristicas[26].
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2.2. Sensores de fibra 6ptica

Desde la invencion de la fibra 6ptica moderna por Narinder Singh Kapany en 1955, las fibras
Opticas se enfocaron solamente en el campo de las telecomunicaciones para transmitir imagenes
y datos, debido a su rapidez e inmunidad a la interferencia electromagnética. Sin embargo,
para 1960, con la invencién del laser de rubidio por theodore maiman, las aplicaciones de la
fibra Optica crecieron cada vez mas, las cuales serian empleadas también en la industria y en la
medicina.

No obstante, para 1977, la tecnologia basada en fibra éptica comenz6 a medir diferentes mag-
nitudes fisicas tal y como presion, temperatura, presion, monitoreo ambiental, entre otras mas.
Adicionalmente, los sensores basados en fibra éptica comenzaron a enfocarse en detectar varia-
bles bioldgicas como enzimas o ADN.

En consecuencia, las fibras épticas comenzaron a usarse cada vez mas para sensado debido
a las ventajas que ofrecen como lo son por su inmunidad a la interferencia electromagnética
gracias a que los materiales con los que esta constituida la fibra éptica son aislantes o no
conducen electricidad (el vidrio, éxido de silicio o plastico). Otra ventaja que ofrece es su
tamano compacto que le permite instalarse en lugares peligrosos y complejos, como lo son por
ejemplo los complejos petroleros y laboratorios de bioseguridad 3 y 4. Asimismo, ofrece una alta
sensibilidad a la deteccién de cualquier variable de interés (gas, bacterias, presién, quimicos,
etc.) y, por ultimo, permite monitorear en tiempo real los elementos de interés a sensar en otro
sitio en que se realice el experimento|[33].

La fibra éptica emplea diferentes mecanismos para sensar diferentes variables de interés como

lo es el campo evanescente ,cambios en el indice de refraccion y resonancia de superficie de
plasmon y resonancia de superficie de plasmén localizada.

Revestimiento
n2=1.45

g

Nucleo
n1=1.461

Figura 2.2: Partes de una fibra éptica
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Con respecto al funcionamiento de la fibra éptica, una fibra éptica estd compuesta por tres
partes, las cuales son nicleo, recubrimiento y revestimiento (figura 2.2). Con el fin de que la luz
sea transmitida eficientemente a lo largo de la fibra optica, el indice de refraccion del niicleo de-
be ser un poco més alto que del revestimiento para que se cumpla la reflexién total interna(RTT).

La reflexion total interna es cuando un rayo de luz pasa de un indice de refraccién mayor a
uno menor ,la luz es totalmente reflejada y cambia de direccion. Luego, cuando ese rayo de luz
vuelva a encontrarse con un indice de refraccién mas denso, el rayo de luz cambia de direccion
y se vuelve a reflejar y asi sucesivamente hasta el final de la fibra 6ptica[30].

Se considera una onda incidente desde un medio mas denso (nucleo) y golpeando a uno menos
denso (revestimiento) , el cual la reflexién total interna de la onda incidente ocurrird en ciertos
angulos de incidencia igual o mas grandes que un angulo conocido como angulo critico.

En la figura 2.3 se muestra la reflexion total interna en una fibra 6ptica donde ny indice de
refraccion de el nicleo y ny es el indice de refraccion del revestimiento.

N, = Indice de refraccién mas denso n, =Indice de refraccion menos denso

0, = Angulo de incidencia 0, = Angulo de refraccion 0.= Angulo critico

Transmitido
n2 9, _I 0,=90° g
ni 10, i -
-0, 8,<8 0 0=0

R A 6. e 0D, 0,50,

Incidente i
Incidente Angulo critico Reflejado

Ley de snell Para angulo critico , §, = 90° Reflexion total interna

n,sin@, =n_sin@,

n,sin@, =n,sin 90°=n_x 1
0, =0, = arcsin(n,/n))

0,>0,

Figura 2.3: Reflexién total interna en una fibra 6ptica
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2.2.1. Fibra o6ptica taper

Los sensores de fibra éptica taper nacieron en 1976 cuando los japoneses Takeshi Ozeki y
Kawasaki del Centro de Investigaciéon de Comunicaciones de Ottawa, Canada las fabricaron a
través de una técnica llamada fresado quimico e inmersion en acido fluorhidrico y en consecuencia
se logro alcanzar en la parte adelgazada un diametro de 20um.

Las fibras opticas taper se han investigado para diversas aplicaciones, incluida la mediciéon de
caracteristicas fisicas (indice de refraccion, temperatura, presién, etc.), concentraciones quimicas
y deteccion de biomoléculas. Ademds, ofrecen otras ventajas como su gran campo evanescente
como medio de deteccién y su rapidez de deteccion. También ofrecen monitoreo en tiempo
real a grandes distancias debido a que las fibras épticas monomodo tienen bajas perdidas en
transmision a varios kilémetros desde la medicion.

El mecanismo de deteccion que usan las fibras opticas taper es el campo evanescente, el cual es
la luz que se confina entre en niicleo y revestimiento gracias a la reflexién total interna (RTI). En
una fibra dptica no es facil acceder a la luz confina entre las dos interfaces(nicleo-revestimiento),
la tinica forma es reducir el didmetro del revestimiento para que el campo evanescente sea
expuesto. Conforme el diametro se va reduciendo més, el campo evanescente se amplificara
gradualmente[36].

Al interaccionar el campo evanescente con el medio exterior, permite la medicién de elementos
biolégicos debido a que este campo evanescente es muy sensible a los cambios de indice de
refraccion que se encuentren en el medio externo.

Asimismo, cuando el campo evanescente interacciona con el bioreceptor (ayuda a enlazar o a
pegar el elemento bioldgico) y el elemento bioldgico, la luz del campo evanescente es absorbida
por los elementos antes mencionados y provocan desplazamientos de longitud de onda o cambios
de indice de refraccién del medio exterior que en consecuencia cambian la potencia Optica de
salida.

Existen varios métodos de fabricacion de fibras épticas taper, no obstante los principales son por
el uso de quimicos que van adelgazando o puliendo la fibra éptica hasta que el recubrimiento o
el revestimiento en los mismos diametros. El quimico mas empleado es el acido fluorhidrico o el
acido clorhidrico, que son elementos quimicos muy fuertes que deben ser utilizados de forma muy
cuidadosa y tiene el potencial de degradar el vidrio o el silicio. El segundo método mas empleado
es el usar una maquina o dispositivo que emplea técnicas de estiramiento y de calentado por
soplete (gas), grabado por ldser o descarga eléctrica para reducir el nicleo o revestimiento en
mismas proporciones.

El proceso por estiramiento y calentamiento con soplete consiste cortar una fibra éptica de
aproximadamente 70 a 75 cm de largo. Luego se remueve el recubrimiento de la mitad de la
fibra éptica (aproximadamente 5 cm) y se limpia con alcohol y panuelo para quitar los restos de
plastico. Enseguida la fibra se coloca en los sujetadores de los motores a pasos que se encargaran
de estirar a la fibra en sentido contrario. Mas tarde se programa el sistema y se coloca el soplete
en la parte media de la fibra y se inicia el proceso de adelgazamiento de la fibra.
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En la figura 2.4y 2.5, se muestra la geometria de la fibra 6ptica taper y sus partes fundamentales:

Region de Regic_-n_ de
transicion fransicion
: : : Nucleo
Fuerza de arrastre i : : Revestimiento
| e — —
—.--"""'H.- -H""""--.—I
b e
Extremo esfirado Extremo estirado

Fuente de calor

Figura 2.4: Fibra éptica taper fabricada empleando el sistema flame-brushing[36]
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Figura 2.5: Vista longitudinal de una fibra éptica taper|[36]
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2.2.2. Campo evanescente

El mecanismo de deteccién que usan las fibras opticas taper es el campo evanescente, el cual
es la luz que se confina entre el nicleo y revestimiento gracias a la reflexién total interna
(RTI). En una fibra déptica no es facil acceder a la luz confina entre las dos interfaces niicleo
y revestimiento), la tnica forma es reducir el didmetro del revestimiento para que el campo
evanescente sea expuesto. Conforme el diametro se va reduciendo mas, el campo evanescente se
amplificard gradualmente[37].

Al interaccionar el campo evanescente con el medio exterior, permite la medicién de elementos
biolégicos debido a que este campo evanescente es muy sensible a los cambios de indice de
refraccion que se encuentren en el medio externo.

Asimismo, cuando el campo evanescente interacciona con el bioreceptor (ayuda a enlazar o a
pegar el elemento bioldgico) y el elemento bioldgico, la luz del campo evanescente es absorbida
por los elementos antes mencionados y provocan desplazamientos de longitud de onda o cambios
de indice de refraccién del medio exterior que en consecuencia cambian la potencia Optica de
salida. Finalmente, la luz es totalmente modulada y se comporta como sistema no lineal.

En la figura 2.6 A) se muestra como el campo evanescente sale de una fibra éptica, la cual
al interactuar con la muestra de interés a sensar, ocurren diferentes fenémenos fisicos como
dispersién, absorcion, difraccién, entre otros, que en consecuencia modulan la senal transmitida
completamente, y, por lo tanto, se cambian parametros de la luz como la es la potencia éptica
de salida o la intensidad.

En figura 2.6 B), se observa una onda estacionaria golpeando la interfaz, la interfaz entre el
ntcleo con indice de refraccion (nl) y el revestimiento (n2), donde si se reduce el revestimiento
y el nicleo en sus mismas proporciones, la profundidad de penetracion del campo evanescente
se amplifica considerablemente y, por lo tanto, este campo interactia con mas facilidad con la
muestra bioldgica a sensar.

Mientras mas aumente la profundidad de penetracién, el campo evanescente saldra del revesti-
miento y en consecuencia el sensor de fibra 6ptica se vuelve mas sensible a los cambios de indice
de refraccion del exterior.
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Figura 2.6: A) Campo evanescente interactuando en una muestra B)Profundad de penetracion
de una onda evanescente

>
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Ahora, realizando un analisis del campo evanescente, se tiene el siguiente el perfil de profundidad

del campo evanescente que es el siguiente:

y Ni>Ne

Amplitud de onda
evanescente

Onda E
evanescente Nz

Onda incidente Onda reflejada

Figura 2.7: Interfaz de ntcleo-revestimiento con onda evanescente

Ahora, la profundidad de penetracion es equivalente a la amplitud de la onda evanescente, por
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lo que es necesario analizar la onda transmitida como se observa en la figura 2.13.Partiendo de
la ley de snell se tiene que:

ny sin@; = nysin 0, (2.1)

Ahora, empleando una identidad trigonométrica, se tiene que :

cosf; =v/1 — sin? 0, (2.2)
Quitando el lado negativo de la funcién seno de la ecuacion 2.2 se obtiene lo siguiente:

cos b, = j\/sin% 6, — 1
Luego, el campo eléctrico de la onda transmitida o de la onda evanescente esta dada por:

Et = Eto exp(jwt — jkt : I') (23)

T=yy+ 22
donde E;, = Amplitud del campo transmitido,r=Vector posicién y k;=Vector de onda transmi-
tido.

Es el vector Z'y ¥, donde luego se hace un producto punto y se tiene que :

Et _ Etoej(wtfkt cos O+ y—k¢ sin 6; 2) (24)

Ahora sustituyendo la identidad trigonométrica de la ecuacion 2.2 en la ecuacién 2.4 del producto
punto se obtiene que:

Et _ Evtoej(thrjk,g\/sin2 01—1y—k¢ sin0;z) (25>
Separando por la parte real y compleja se obtiene:
Et — Etoefkt\/sin29t71y€j(wt7kt sin 0;z) (26)
Luego se tiene que:
n
sin Qt = e sin 91 (27)
na

y la velocidad de propagacion transmitida:
k't = —|— Mo (28)
Enseguida, sustituyendo 2.7 y 2.8 en 2.6 en se tiene finalmente que:

—2n [n12 . n2 . (2m)n .
ng —- sinfi —1 1 .
Et Eo 2%\ i =1y _j(wt ) sin ;2 (29>

Ahora,el campo eléctrico polarizado transversalmente que se propaga en la direccion z, el cual
es el campo evanescente que se propaga en direccion z se denota como:

Ei 1 (y,2,t) = ocoe” “? exp(jwt — jki,2) (2.10)
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Ahora comparando la ecuacién 2.9 y 2.10 ,se tiene que el coeficiente de atenuacién en el medio

2 esta dado por:
2 2
= ”2;\/{% sin?f; — 1] (2.11)

Luego para conocer la profundidad de penetracién del campo evanescente, se tiene que:

y=—=d, (2.12)

Finalmente, despejando de 2.11 se obtiene que:
A
d, = (2.13)

n,27, [sin? §; — ™2
n2

Donde A=Longitud de onda de la luz incidente, n;=Indice de refracciéon del medio més denso,
no=Indice de refraccién del medio mas denso y 6,=Angulo incidente.

2.2.3. Resonancia de plasmones superficiales localizados

En los tdltimos anos, las nanoparticulas metalicas han sido empleadas para aumentar la sensibi-
lidad de los sensores épticos y electroquimicos. Ademas, se han empleado como bioreptores, los
cuales ofrecen una alta biocompatibilidad (no destruyen la muestra biologica a analizar) y una
alta selectividad (son muy precisos al detectar el analito o antigeno) y aumenta la transferencia
de electrones que convierte a los sensores mas precisos.

Sin embargo al emplear las nanoparticulas metalicas al emplearlas en sensores 6pticos, ofrecen
ventajas muy importantes como lo son el aumento de la absorcién y dispersion de la luz tanto
en el espectro visible como en el infrarrojo, aumenta los campos electromagnéticos de la luz y
en consecuencia aumenta la sensibilidad del sensor éptico .

Para explotar las propiedades opticas de las nanoparticulas metalicas, es necesario que la luz in-
teractie con ellas, donde la luz al ser una electromagnética (contiene ondas eléctricas y magnéti-
cas), en especial las ondas eléctricas de la luz cuando interacciona con las nanoparticulas metali-
cas, los electrones de la banda de conduccion se polarizan y empiezan a resonar conforme a la
misma frecuencia de la luz incidente. Por lo tanto, la resonancia creada al interactuar las nano-
particulas y la luz se les denominan resonancia de plasmones superficiales localizados. Debido a
lo anterior, la resonancia de plasmones superficiales localizados se da principalmente cuando la
luz interacciona con nanoparticulas mas pequenas que la longitud de onda de la luz incidente
(400-700 nm), donde las nanoparticulas pueden absorber mucha luz como la pueden dispersar
significativamente|[38].

Ahora, al usar este fenémeno en una fibra éptica taper, lo que sucede es que cuando el campo
evanescente interacciona con las nanoparticulas de oro, se crean oscilaciones colectivas de la
banda de conduccién (llamados plasmones), donde la frecuencia de la luz incidente entra en
resonancia con las nanoparticulas y, por lo tanto, amplifica los campos eléctricos de la luz
transmitida. Asi mismo, al amplificar los campos eléctricos de la luz transmitida, el sensor va a
ser demasiado sensible a los cambios de indice de refracciéon que estén sucediendo en la cintura
de la fibra éptica taper.
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Ademas, al aumentar el campo eléctrico del campo evanescente, se exhibe una fuerte absorcién de
luz en el espectro visible e infrarrojo, lo cual al interaccionar las nanoparticulas con un elemento
biologico de interés, la muestra bioldgica se absorbe con mayor facilidad y en consecuencia
la luz transmitida se modula, el cual tanto la potencia 6ptica de salida como su intensidad
pueden incrementar o reducirse dependiendo de la concentracion de la muestra bioldgica a
detectar(figura2.8 )

Resumiendo, el sensado basado en resonancia de plasmones superficiales localizados se cambio de
la longitud de onda absorbida de la luz que se propaga a través de las nanoparticulas depositadas
en superficies solidas. Una vez que se producen cambios de indice de refraccion en el drea que
se encuentra rodeando las naoparticulas, la longitud de onda resonante cambia . Ademas, la
frecuencia de resonancia depende en gran medida del entorno dieléctrico, la distancia entre las
particulas y las propiedades intrinsecas de las NP metélicas como su composicién, el tamano,
la forma, la geometria y la relacién de aspecto.

Finalmente, los nanomateriales empleados principalmente para generar resonancias de plasmon
son las nanoparticulas de oro y la plata. El oro demuestra un cambio mayor del pico de resonan-
cia, mientras que la plata tiene menos pérdidas Opticas. Sin embargo, la plata se oxida facilmente
una vez que se expone a un ambiente acuoso, a diferencia del oro, que es quimicamente inerte
y, por lo tanto, mucho mas estable y asi no destruye las composiciones quimicas que tiene los
elementos biolégicos a sensar.

- Campo
P eléctrico

luz 1

Campo evanescente

o] Nanoparticulas de oro

Plasmones

Figura 2.8: Resonancia de plasmones superficiales localizados en una fibra éptica taper
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2.2.4. Configuraciones de sensores por fibra éptica

Entre 1975 y 1980, se disenaron diferentes tipos de configuraciones de sensado por fibra éptica
como el de la fibra 6ptica de rejilla tipo bragg en 1978, la fibra éptica tipo D en 1979, la fibra
Optica tipo U en 1980, y finalmente la fibra éptica taper en 1976.

Por lo que, las configuraciones de fibra éptica son esenciales para el sensado de fibra 6ptica,
debido a que al modificar la geometria de la misma, la materia puede interaccionar mas facil-
mente con la luz que emerge de la fibra éptica. Ademas, los modos de propagacién de la fibra
pueden ser modificados y en consecuencia, aumentar la sensibilidad de la fibra éptica, aumentar
las pérdidas de la misma, se amplifica la respuesta del sensor al medir los elementos de interés
y aumenta su precision.

Las principales configuraciones de fibra éptica se dividen en dos clases, en configuracién tipo
transmision y de tipo reflexion. En la configuracion de tipo transmisién en general es un sensor
intrinseco, donde el mecanismo de deteccion estd dentro de la fibra optica, en el cual la luz
transmitida por toda la fibra interactiia directamente con elemento bioldgico de interés[35].

Mientras que la configuracion de tipo reflexién, cominmente es un sensor de tipo extrinseco, en
el que se necesitan elementos externos a la fibra éptica para completar el sistema de deteccién.
Un ejemplo de estos sistemas son la implementacién de espejos e interferémetros al final de la
fibra , con el fin de detectar la senal modulada.

A continuacién se muestran las caracteristicas de cada una de las configuraciones:

Fibra éptica tipo sin revestimiento

Este tipo de fibra éptica principalmente se le remueve el recubrimiento con una peladora, y
enseguida la fibra se somete a procesos quimicos o mecanicos para remover el revestimiento,
a fin de que solamente quede expuesto el nicleo de la fibra. Al quedar solamente el ntcleo, el
campo evanescente que salga del niicleo puede interaccionar facilmente con la variable de interés
a medir, el cual provocara cambios en el indice de refraccion del medio exterior y en consecuencia
cambiara la frecuencia de la luz transmitida o las pérdidas de potencia aumentaran mas[27].

Nucleo
Revestimiento

-

-

Fibra sin revestimiento

Figura 2.9: Fibra dptica sin revestimiento
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2.2.5. Fibra o6ptica de tipo U sin revestimiento

Para esta clase de fibra, se forma a partir de quitar una parte del recubrimiento con una peladora
y con métodos quimicos o mecanicos se quita una parte del revestimiento y se deja expuesto
el nucleo, con el fin de sensar en esa parte los elementos de interés. Ademas, para aumentar la
sensibilidad de la fibra y el campo evanescente , la fibra 6ptica se va doblando lentamente hasta
formar una U[34].

Adicionalmente, su principio de funcionamiento consiste en doblar la fibra de U y en con-
secuencia las pérdidas que tiene al curvarla aumentan el indice de refraccién de la interfaz
nucleo-revestimiento de la fibra 6ptica. Ademads, se aumenta el angulo critico de la interfaz del
revestimiento en la regién U, lo cual puede conducir a un aumento en las pérdidas de potencia
Optica y tener picos mas altos en la transmision de luz.

En la figura 2.9, se muestra la geometria de esta clase de configuracién:

Profundidad de
penetracion

- i

Onda evanescente

________

Luz infrarroja

Figura 2.10: Geometria de la regién de sensado de una fibra sin revestimiento tipo U, donde al
doblarla en forma de U, el angulo critico es mas grande que el angulo incidente y en
consecuencia aumentan las perdidas de potencia 6ptica[34]

Fibra éptica de tipo D

Con respecto a las fibras épticas D, estas fibras se fabrican solamente por procesos de manufac-
tura especiales, debido a que se necesitan maquinas especiales que pulan en una forma uniforme
y cuidadosa el revestimiento, hasta llegar a exponer ligeramente el nicleo.

El objetivo principal de este tipo de fibras épticas es exponer el nicleo , con el fin de que
la luz salga e interaccione con las variables biolégicas a medir. Al salir la luz de la fibra, se
provocan campos evanescentes, los cuales se vuelven muy ttiles cuando estos interaccionan con
nanoparticulas de oro y en consecuencia provocan oscilaciones coherentes llamadas resonancia
de plasmones superficiales[35].
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Provocando la resonancia de plasmones superficiales en la fibra tipo D, se aumenta la sensibilidad
de la fibra éptica, donde los elementos bioldgicos de interés son atraidos con mayor fuerza y son
detectados con mayor facilidad.

En al figura 2.10, se muestra la geometria de este tipo de configuracion:

Analito o muestra
biologica de

interés
\ Pelicula de oro

Revestimiento

Nucleo

~

Revestimiento Niicleo

Fibra optica tipo D
A) B)

Figura 2.11: A) Vista transversal de una fibra tipo D, B)Vista longitudinal de una fibra dptica
tipo D cubierta por una pelicula de oro, para provocar resonancia de plasmones
superficiales.[34]

Fibra é6pticas de reflexiéon de cara final

La fibra éptica de reflexion de cara final es un tipo de sensor extrinseco que depende de dispo-
sitivos externos para modular la senal de salida. Ademas, dependen fuertemente de la reflexion
final de la fibra optica, el cual para amplificar la sensibilidad del sensor y también reflejar la luz
, normalmente se cubre la parte final de metales nobles como lo son el oro,la plata o el oxido de
zinc. por lo tanto , cuando la luz alcanza la parte final de la fibra, la luz es reflejada de vuelta
gracias a la capa de materiales nobles que cubren la punta de la fibra y en consecuencia , la
senal Gptica se dobla y mejora la respuesta de la region de sensado[34].

La fabricacién de estas fibras es bastante sencillo, ya que se suelen cutters que permiten cortar
la fibra con cierta facilidad.Finalmente, para realizar la medicién de las variables biolégicas de
interés , se acostumbra a sumergir la punta de la fibra en tubos eppendorf o en tejidos humanos,
por lo cual, aventaja a los demas sensores , gracias su manejo sencillo, su gran fortaleza mecanica
y su gran flexibilidad a cualquier entorno.

En la imagen 2.12, se muestra la geometria de la fibra de cara final:
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Capa reflectora de
metales nobles

como oro o plata

La luz transmitida se refleja y en
consecuencia aumenta la
sensibilidad del sensor

Figura 2.12: Vista transversal de una fibra reflexién de cara fina.[34]

Fibra 6ptica basada en rejilla bragg

En el ano de 1978 el cientifico Ken Hill reporto el diseno de filtros épticos destinados a teleco-
municaciones. Este dispositivo permitié la separacién de varios canales de transmisién en una
sola fibra éptica gracias a que las rejillas impresas en el nicleo de la fibra optica dividen la
longitud de onda de la luz en varias frecuencias. Las rejillas impresas en la fibra se le denomina
Fibra 6ptica basada en rejilla. Una Fibra éptica basada en rejilla es un dispositivo el cual per-
mite sensar diferentes elementos de interés como lo es la temperatura, humedad, presién, entre
otros[35].

La fibra 6ptica basada en rejilla ofrece diversas ventajas en comparacion con los demas tipos de
sensores basados en fibra como lo son:

= Son inmunes a la interferencia electromagnética debido a los materiales que esta fabricada
la fibra 6ptica (plastico o vidrio).

= Alta resolucion, rango, sensibilidad y resistencia a la humedad y al agua.

» Permiten medir varios parametros de interés en una sola fibra debido a que se pueden
grabar hasta 30 rejillas en el ntcleo de la fibra éptica

El modo de funcionamiento de una fibra éptica basada en rejilla consiste en grabar con luz
ultravioleta (que ronda entre los 228 a 253 nm) una rejilla o franjas en el nicleo de la fibra
optica. Al crear estas rejillas en el nicleo de la fibra 6ptica, se varia su indice de refraccién y en
consecuencia, al incidir luz visible o infrarroja, la fibra éptica se comporta como filtro o espejo
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donde algunas longitudes de onda de luz son trasmitidas u otras son reflejadas o regresan al

medidor. Especialmente, la longitud de onda reflejada depende de las propiedades con las que
fue construida la fibra y su indice de refraccién.

Por otra parte, al medir un elemento de interés como lo es la presion, temperatura o elemento
biologico sobre la fibra basada en rejilla o al estirar la misma fibra, se alterara la longitud de
separacién de las rejillas o el indice de refraccion del ntcleo y, por lo tanto, la longitud de
onda reflejada se desplazara o cambiara completamente. Ademads, estos cambios de longitud de

onda desplazada convierte a la fibra sensible a los cambios de indice de refraccién al medir del
elemento de interés.

Nicleo de la fibra
4

Fibra éptica de rejilla

Sefial de entrada )

R Sefial de salida
< =

e

Sefial reflejada

Desplazamiento de
longitud de onda bragg

| ]
[—
>

Espectro de entrada Espectro transmitido Espectro reflejado

Figura 2.13: Diagrama de una fibra dptica de rejilla tipo bragg.[35]
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Capitulo 3

Desarrollo experimental

En este capitulo se explica detalladamente las principales partes del biosensor, comenzado con
la fabricacién del transductor a partir del adelgazamiento de una fibra éptica taper estandar
SMF-28 usando el sistema flame-brushing hasta alcanzar un didmetro entre 3 y 3.5um. Luego,
se realiza la preparacién del receptor (nanoparticulas de oro) al agitarlas en una tina ultrasonido
a 180 segundos a 35 W y enseguida se depositan sobre la cintura del transductor a una potencia
de 6ptica de salida de 5.5 mW. Después, se realiza la preparacién y caracterizacion del analito
(hormona hCG), la cual se lleva a cabo siguiendo la férmula de diluciones seriadas para elaborar
1,10,100,1000,10000 y 100000 mIU/mL diluida en agua y 1,10,50,100,150 y 180 mIU/mL diluida
en orina, en el cual dichas concentraciones de hormona hCG se validan empleando pruebas de
embarazo digitales comerciales. Para la caracterizacion del analito, se utiliza la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la espectroscopia de fluorescencia a fin de
saber si la hormona hCG se encuentra en las muestras preparadas y que otros elementos se
encuentra en ella. Mas tarde, se realiza la cuantificaciéon del biosensor al depositar sobre el
transductor decorado con nanoparticulas de oro las concentraciones de hormona hCG (1-100000
mlU/mL) diluido en agua y 1 a 180 mIU/mL diluida en orina midiendo la respuesta éptica
y espectral usando un medidor de potencia éptica de salida y un analizador de espectros.
Finalmente, se calculan las figuras de merito a partir de los resultados obtenidos al medir
diferentes concentraciones de hormona hCG diluido tanto en agua como orina con la finalidad
de determinar el desempeno del biosensor de fibra optica taper.En la figura 3.1, se muestra el
diagrama a bloques del biosensor de fibra éptica taper.
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Liquido o
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Hormona

hCG Fibra éptica taper
Agua Medidor de potencia
tridestilada optica y analizador de
\ ) \ / \ espectros \ y,

Figura 3.1: Diagrama a bloques del sensor de fibra éptica taper

3.1. Fabricacion del transductor (fibra 6ptica taper)
Con respecto a la fabricacion de la fibra 6ptica taper, se dispone a seguir los siguientes pasos:

1. Tomar 75 cm de fibra éptica monomodo SMF 28 de la marca Thorlabs y con una micro-
peladora de fibra optica, se quita alrededor de 3 cm de recubrimiento de la parte media
de la fibra éptica.

2. Se eliminan los restos de recubrimiento con ayuda de un panuelo para fibra éptica, el cual
se remoja con alcohol isopropilico.

3. Enseguida, se toma un soplete marca kripton y se procede a rellenarlo con gas sin impu-
rezas hasta su maxima capacidad.

4. Mas tarde, se coloca la fibra éptica sin recubrimiento en los magnetos para fibra optica
pegados a cada una de las bases del sistema de adelgazamiento flame brushing, la cual se
muestra en la figura 3.2.
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Microscopio
optico

Figura 3.2: Sistema mecatrénico de fabricacién de fibra éptica taper (TOF)

5. Posteriormente, se pone el soplete a una flama media en el servomotor del sistema, el cual
se encargara de realizar el barrido a la fibra en la seccién sin recubrimiento mientras esta
también se va estirando de forma uniforme, como se observa en la figura 3.3.

Soplete

Base de estiramiento Base de estiramiento

Figura 3.3: Inicio de barrido con soplete empleando el sistema mecatronico de fabricacién de
fibra éptica taper (TOF)

6. Inmediatamente, se programa el sistema de adelgazamiento flame-brushing, utilizando la
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interfaz labView 2014, donde los parametros requeridos para fabricar una fibra de alrededor
de 3.5um son:

a

b

Velocidad: 12pm por segundo.

Numero de pasos: 750 pasos.

d

e

)
)
c¢) Cambio de giro: hacia afuera.
) Pardmetro de precalentamiento: 35 segundos.
)

Velocidad de precalentamiento: 160.

7. Una vez fabricada la fibra optica taper, se coloca un cubreobjetos en medio de las bases y
con una espatula se pega la fibra al portaobjetos en cada uno de los extremos de la misma.

8. Luego, se mide el didmetro de la fibra optica de una forma cualitativa empleando un
microscopio metalografico vertical de la marca velab VE 146 como se oberva en la figura
3.4, el cual debe de oscilar entre 2.5um y 3um, debido a que las fibras de este didmetro
proporcionan un campo evanescente que es capaz de detectar concentraciones de hormona
hCG mas pequenas.

Figura 3.4: Microscopio 6ptico metalografico vertical marca VELAB modelo VE-146
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Ahora, el diametro de la fibra se midié con un microscopio 6ptico utilizando un aumento de
40X, en donde cada subdivisién equivale a 2.5um., mediante la cual se realiza un estimado del
diametro de la fibra éptica taper fabricada. En la figura 3.5 se muestran algunas fibras opticas
fabricadas.

B)

Figura 3.5: Imagen de microscopio éptico de TOF's fabricadas,con un didmetro de: A) 3um, B)
2.5um y C) 3.5um

Finalmente, para examinar la superficie de la fibra éptica taper recién fabricada se encuentre
completamente limpia y sin algtin otro elemento que interfiera en la medicion, se realizdé mi-
croscopio electrénico de barrido (SEM) en forma tridimensionales de la superficie. El equipo
empleado y sus caracteristicas para obtener SEM de dichas fibras fueron:

= Microscopio electronico de barrido modelo TS51365SB, marca Vega@Tescan

Voltaje de canén de electrones: 25 kV

Detector: BSE

Vacio: Bajo vacio

Velocidad de barrido: 6

En la figura 3.6 se muestran dos muestras de SEM de dos fibras 6pticas taper recien fabricadas
de 3um y 3.5um.
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3.5 um
3um
A) B)

Figura 3.6: Micrografia de SEM de dos fibras épticas taper recién fabricadas de diferentes
didmetros A) 3um, B) 3.5um

En la figura 3.7, se muestra una micrografia de microscopia electrénica de barrido (SEM) del
TOF obtenido. Se observa un didmetro uniforme de 3,5um. La longitud de transiciéon cénica fue
de 0,74 cm y la longitud del TOF fue de aproximadamente 2 cm.

Region de transicion Cintura Region de transicion

Figura 3.7: Micrografias SEM de la fibra 6ptica cénica fabricada. El diametro de la cintura es
de 3,5um y la region de transicién es de aproximadamente 0.74 cm.
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3.2. Preparacién del receptor (nanoparticulas de oro)

Para la preparacion de las nanoparticulas de oro, se corresponde a tomar el frasco de nano-
particulas de oro de la marca sigma-aldrich (742031, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) de
un didmetro de 100 nm con un pico de absorcion entre 564 y 574 nm suspendidas en buffer de
citrato[55], en el cual con una jeringa de 0.3 mL se extraen alrededor de 0.1 mL del frasco de
nanoparticulas y se colocan en un tubo de eppendorf. Luego, el tubo eppenderdof se coloca en
la tina de ultrasonido, la cual contiene agua tridestilada y se programa a una potencia de 35W
a 180 segundos, con el fin de que la hormona se homogeneice y no se destruya. En la figura 3.7
se muestra la preparacién de las nanoparticulas de oro de forma grafica. Por otro lado, como
se observa en la figura 3.8, cuando las nanoparticulas de oro se someten a agitacion empleando
una tina ultrasonido, cambian de color al pasar de un rosa mas intenso a uno menos intenso,
debido a que al agitar las nanoparticulas de oro (Au-Nps), estas se juntan y entran en estado de
agregacion que en consecuencia cambian su tamano, los atomos presentes en las nanoparticulas
reflejan la luz de manera diferente y cambian su apariencia.

Depésito de Programacion de Colocacion de
Extraccion de nanoparticulas en tina ultrasonido nanoparticulas a
nanoparticulas un tubo de a 35Wa 180 la tina
de oro eppendorf segundos ultrasonido

Figura 3.8: Descripcién grafica de la preparacién de los nanoparticulas de oro (Au-Nps)
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A) B) C)

Figura 3.9: A)Nanoparticulas de oro (Au-Nps) sin agitar, B) Extracciéon de nanoparticulas de
oro empleando una jeringa,C) Nanoparticulas de oro después de agitarlas usando una tina
ultrasonido, donde se observa su cambio de color.

3.3. Sistema de transduccion

El sistema de transduccién es la columna vertebral del sensor, ya que esta parte se encargaréd de
convertir todos los cambios fisicoquimicos que sucedan entre el campo evanescente interactuando
con el receptor (nanoparticulas de oro) y el analito (hormona hCG). A continuacién se presenta
la configuraciéon experimental para la decoracién de la fibra éptica taper con nanoparticulas
de oro como se muestra en la figura 3.10, la cual esta constituido por una fibra éptica SMF-
28 Thorlabs( modelo SMF-28, Newton, NJ, EUA) [58] reducido con el sistema flame-brushing
hasta llegar a un didmetro aproximado de 3um, la cual esta cubierta con nanoparticulas de oro
(Au-Nps) de un didmetro de 100 nm[55].

Ahora, la fibra 6ptica taper decorada con nanoparticulas de oro (Au-Nps) esta conectada en
uno de sus extremos a una fuente diodo laser infrarrojo de 1550 nm (Modelo FPL1009S, Thor-
labs, Newton, NJ, USA)[59], el cual esta adaptado a un controlador de temperatura (Modelo
CLD1015, Thorlabs,Newton,NJ,USA)[60]. En la salida del sensor de fibra éptica taper, se en-
cuentra conectado un acoplador de fibra éptica el cual permitié observar los cambios de potencia
Optica de salida y de espectro 6ptico. A su vez en una salida del acoplador esta conectado un
medidor de potencia éptica de salida (Thorlabs, modelo PM100D, Newton, NJ, EUA)[61], y
en la otra salida del acoplador se conecta un analizador de espectros 6ptico (Anritsu, modelo
MS9710A, Kanagawa, Japén)[62].

Con respecto al depésito de nanoparticulas de oro (Au-Nps) sobre la fibra 6ptica taper, primero
se programa el controlador del diodo laser a una potencia éptica entre 30 y 38 mW, luego se
extrae una gota de Au-Nps (0.7uL) de la solucién y se aplica cuidadosamente sobre la superficie
de la cintura de la TOF colocada en un portamuestras de vidrio.Una vez que la gota se seca
completamente,la potencia éptica de salida en 5.5 mW a una longitud de onda de 1536 nm.El
arreglo experimental se puede observar en la figura 3.9.
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Nanoparticulas de oro (Au-Nps)

D) . P

B) Analizador de espectros
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1 1 A
[ [ | | \ ’
THOR o | Computadora

| Acoplador de fibra
l | Fibra 6ptica taper optica

Diodo laser
de 1550 nm —

C)

Figura 3.10: A) Arreglo experimental, B)Esquema experimental implementado para el
decorado de la fibra 6ptica taper con Au-NPs, C) Micrografia SEM de la TOF fabricada ,
D)Micrografia SEM de la TOF decorada con Au-NPs

A)

Medidor de potencia dptica

3.3.1. Interaccién de nanoparticulas de oro y campo evanescente

El método de deteccién que emplea el sensor de fibra dptica taper es el de campo evanescente,
el cual emerge de la cintura de esta, donde al depositar las nanoparticulas de oro (Au-Nps) en
dicha zona, el campo evanescente interactiia con estas y en consecuencia se crean los plasmones
de superficie localizados.

Por otro lado, como se observa en el esquema de la figura 3.11, se nota el campo eléctrico gene-
rado por el laser, asi como el campo evanescente emergiendo de la zona mas delgada de la fibra
éptica taper, la cual estd denotada como (Ej.). El campo eléctrico cercano a las nanoparticulas
de oro (Au-Nps)(Ene) es denotado en amarillo, el cual surge al interaccionar el campo evanes-
cente con las nanoparticulas que, en consecuencia, se crean los llamados plasmones de superficie
localizados. Ahora, si hay interaccién constructiva entre ambas, se produce un campo eléctrico
amplificado( £ 4,,,). Ademads, al producirse este campo amplificado, el sensor de fibra 6ptica taper
mejora su sensibilidad y aumenta su profundidad de penetracién (d,) que en consecuencia, hace
que el sistema sea capaz de detectar concentraciones mas pequenas de hormona hCG.
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Figura 3.11: Esquema del campo evanescente amplificado (E4,,,) alrededor de la cintura de la
fibra optica taper generado por el laser y el campo eléctrico generado cercano derivado por los
plasmones de superficie localizados (Eef),la profundidad de penetracién del campo
evanescente (d,) y el campo evanescente emergiendo de la fibra éptica taper (Ej)

56



CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.4. PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL ANALITO (HORMONA HCG)

3.4. Preparaciéon y caracterizacién del analito (hormona
hCG)

3.4.1. Preparacion de la hormona hCG

Antes de la caracterizacién de la hormona hCG, primero se menciona la hormona empleada en
los experimentos la cual fue la hormona Human Chorionic Gonadotropin (hCG) en presentacién
en polvo liofolizado , sin color, C1063, con dial de 2500 IU de la marca Sigma-Aldrich, la cual
debe mantenerse a una temperatura de -20° para su conservacién[56].

La preparacion de las concentraciones de hCG empleando la técnica de diluciones seriadas,
se dispone a preparar seis concentraciones de hCG (1,10,100,1000,10000 y 100000 mIU/mL)
diluidas en agua y para el caso de la orina se preparan (1,10,50,100,150 y 180 mIU/mL), ya
que se quiere validar con una prueba de embarazo digital que las concentraciones preparadas
corresponden a las semanas de embarazo respectivas|70)].

Preparacién de la solucién madre

Para la preparacion de las seis concentraciones de hormona hCG, la cual consiste en que a partir
de una solucién madre se diluye en agua tridestilada como en orina con el fin de ir preparando
las demas concentraciones de hormona hCG en un factor de 1/10.

Para calcular las concentraciones, se emplea la siguiente formula de diluciones, la cual estd dada
por:

VixCr =V, xCy

donde C4 es la concentracion inicial, V; es el volumen inicial, Cs es la concentracién final, V5 es
el volumen final.

A partir de los célculos llevados a cabo, se tiene que 1 mIU/mL de hCG es equivalente a 1
IU/L, lo que es igual a 0.0001 gramos o 0.1 mg de hormona hCG, entonces para preparar
100000 mIU/mL de hormona hCG se necesitan 10 mL de agua tridestilada, por lo tanto, la
solucion madre estara compuesta de la siguiente forma: 0.1 mg de hormona hCG diluida en 10
mL de agua tridestilada.

Partiendo de la solucién madre descrita previamente, la preparacién de las concentraciones de
hormona hCG (1,10,100,1000,10000 y 100000 mIU/mL) correspondientes estard dada por el
factor de dilucién el cual consiste en un orden en el que se va diluyendo la solucién madre para
preparar las otras concentraciones de hormona hCG, lo que significa que un factor mas grande
de dilucién, corresponde a una concentracion de hormona hCG maés pequena mientras que un
factor mas pequeno corresponde a la concentracién mas grande de hormona. Asimismo, se varian
las concentraciones de agua tridestilada para cada factor de la soluciéon madre hasta preparar
todas las concentraciones de hCG. En la tabla 3.1 se muestra el factor y las cantidades necesarias
para preparar dichas concentraciones de hCG de tal manera que la suma del agua tridestilada
con el factor de la solucion madre debe de coincidir con los 10 mL calculados previamente.

o7



CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.4. PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL ANALITO (HORMONA HCG)

Finalmente, en la figura 3.12, se muestra como deben de quedar los tubos de centrifuga con la
solucion madre de hormona hCG mezclados con agua tridestilada.

Solucién madre
(10 mL de agua tridestilada diluidos con
0.1 mg de hCG)

B
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Figura 3.12: Preparacién de concentraciones de hormona hCG obtenidas a partir de la técnica
de diluciones seriadas.

Agua Concentracion de hCG
Factor | solucién madre tridestilada obtenida
(mL) (mL) (mIU/mL)
1 10 0 100000
1/2 5 5 10000
1/4 2.5 7.5 1000
1/8 1.25 8.75 100
1/16 0.625 9.375 10
1/32 0.3125 9.6875 1
10 mL debe de dar la suma de la solucion
madre y la agua tridestilada a diluir

Tabla 3.1: Tabla de preparaciones de hormona hCG

Con los célculos llevados a cabo, se siguen los siguientes pasos de preparacion de la solucion
madre:

1. Se toman 50 mL de agua tridestilada con un vaso precipitado y se dejan 10 mL para la
solucién madre y 40 mL para ir preparando los tubos centrifuga para cada concentracién.
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Se pesa la hormona hCG en una balanza analitica digital con modelo VELAB VE-210, la
cual debe marcar un peso de aproximadamente 0.0001 g.

. Los 0.1 mg de hormona se depositan en un vaso precipitado con aproximadamente 10 mL

de agua tridestilada (la cual serd la solucién madre), donde finalmente se coloca en una
tina de ultrasonido y se procede a agitarse a una potencia de 35W por 3 minutos, a fin de
que se mezcle adecuadamente.

Siguiendo el factor de dilucion de la tabla 3.1, se reduce la soluciéon madre en ese factor
y se mezcla con la cantidad de agua tridestilada senalada ahi, a fin de preparar cada una
de las concentraciones de hormona hCG.

Se colocan los tubos de centrifuga con las concentraciones ya preparadas en la tina ul-
trasonido a una potencia de 35W por 3 minutos, con el fin de que se homogeneice las
soluciones.

. Mas tarde, con el objetivo de validar las concentraciones de hormona hCG empleando una

prueba de embarazo comercial, se toman cada una de las concentraciones preparadas de
hCG y se depositan en la punta de prueba de embarazo (membrana), en el cual se esperan
alrededor de 3 minutos que el circuito electronico de la misma detecte la concentracion de
hormona hCG.

Se validan los rangos de concentraciéon de hormona hCG con respecto a las diferentes
semanas de embarazo mostradas en la grafica 3.10.

En la figura 3.13, se muestra la secuencia de preparacion de las concentraciones de hCG en
forma esquematica:

50 mL Vaso precipitado

agua con 10 mL
tridestilada de agua

Solucién

madre

tridestilada

@ @ >

. ¥ @

@

Figura 3.13: Esquema de secuencia de preparacion de diluciones de hormona hCG

Finalmente, se verifica en la figura 3.14, lo mostrado en las lecturas de la prueba con la grafica

de niveles de embarazo proporcionada por el fabricante de las pruebas de embarazo digitales
clearblue [70].
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Figura 3.14: A) Lecturas mostradas de cada nivel disponible de embarazo en una prueba
comercial digital, B)Grafica de niveles de hormona hCG versus las primeras tres semanas de
embarazo[70]

3.4.2. Caracterizacién del analito (hormona hCG)

Para verificar la presencia de la hormona hCG en las muestras preparadas previamente, se
realizé Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) en un rango entre 4000
a 500 cm ™!, la cual es una técnica que emplea luz infrarroja para detectar diferentes elementos
quimicos y espectroscopia de fluorescencia empleando un espectrémetro de modo de reflexion
total atenuada (ATR) (Bruker Vertex 70, Ettlingen, DEU).

Muestra el espectro caracteristico de las muestras, revelando la presencia de bandas relacionadas
con grupos funcionales, como C=0 (1630 cm™'), asociado a protefnas y lipidos, caracteristi-
co de los componentes de la hormona hCG. Ademads, se identificé una banda de alrededor de
2348 em ™! correspondiente al enlace O=C=0, junto con bandas ligadas a grupos CH2 y CH3
a aproximadamente 2850 y 2910 cm ™!, respectivamente, lo que indica la presencia de lipidos.
Ademds, se detecté una banda intensa alrededor de 3362 cm™! (figura 3.15 A)), correspondiente
a una combinacion de enlaces OH y NH relacionados con aminoacidos. Todos los enlaces identi-
ficados corresponden a los componentes principales de la hormona hCG[57]. Ademés, se realizé
un analisis mediante espectroscopia de fluorescencia en un rango de longitud de onda de 350
a 1050 nm con un espectrofotémetro (Ocean Optics) equipado con una lampara de excitacién
de 365 nm. Para este analisis, se emplearon 500uL de la solucién de hCG. En el espectro de
fluorescencia (Figura 3.15 B)), se observé una banda distintiva de alrededor de 543 nm, lo que
indica la presencia de la hormona hCG en las soluciones analizadas.
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Figura 3.15: A)Espectro de FTIR caracteristico de la hormona hCG, B)Espectro caracteristico
de fluorescencia de la hormona hCG

3.4.3. Caracterizacion de la hormona hCG para la deteccion de di-
ferentes tipos de cancer

Para la caracterizacion de las concentraciones clinicamente relevantes a diferentes tipos de
céncer, primero se prepararon las siguientes concentraciones de hormona hCG (50,150 y 180
mlU/mL) diluidas tanto en agua como en orina. La referencia para la caracterizacién a dichas
concentraciones de hormona hCG es la realizada en la subseccion 3.4.2, cuyo espectro de FTIR
se muestra en la figura 3.15 A).

En la figura 3.16 A) muestra los espectros caracteristicos de la hormona hCG en los diferentes
solventes utilizados, de manera representativa a una concentraciéon de 150 mIU/mL; asi mismo
presenta el espectro de la hormona hCG liofilizada tomada como referencia. Cabe mencionar
que se realizé la caracterizacion de todas las soluciones de hCG diluida en agua tridestilada y
orina, observandose un comportamiento similar en todos los espectros FTIR. El espectro de la
hormona hCG diluida en agua tridestilada (Figura 3.16 B)) mostré seniales en 3362 cm ™!, 2910
em™!, 2850 em~! y 1630 cm ™!, asociadas a grupos funcionales correspondientes a proteinas y
lipidos; estas senales fueron observadas en todas las soluciones de la hormona hCGI[63].
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Figura 3.16: Espectro caracteristico de fluorescencia de la hormona hCG
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El andlisis FTIR permiti6 identificar senales espectrales caracteristicas en las muestras de hor-
mona hCG diluida en orina (figura 3.16 C)), localizadas en 3341.09 cm ™!, 1617.42 cm ™', 1454.34
em™t, 1096.74 em~! y 788.13 em ™!, las cuales corresponden a grupos funcionales N-H y C-H de
la urea y el dcido trico[64]. En todas las soluciones analizadas la senal predominante fue la de
la urea, ya que es el principal componente de la orina. Ademés, se detectaron senales asociadas
al grupo C-N del 4cido tirico en 1340.99 em~! v 1243 em~!. Se observé que el espectro de la
hormona hCG liofilizada mostré senales caracteristicas de los grupos C-C, C-O y C-N en 929.93
em™! y 864.12 em™!, asignadas a protefnas y carbohidratos las cuales fueron observadas en
todas las soluciones de hCG diluida en orina, incluso en las de concentraciones bajas que son
de interés en este trabajo: 50 mIU/mL, 150 mIU/mL y 180 mIU/mL.

3.4.4. Deposito de la hormona hCG sobre la fibra éptica taper de-
corada con Au-Nps

Con la caracterizacién de la hormona hCG diluida tanto en agua como en orina ya realizada,
se deposita las siguientes concentraciones de hormona sobre la hCG en la fibra 6ptica taper
decorada en con nanoparticulas de oro (Au-Nps), en el cual la potencia 6ptica de salida se debe
encontrar entre 5 y 5.5 mW previo al depdsito de hormona. En la figura 3.17, se muestra la
configuracion experimental en relacién al deposito de hormona hCG sobre la fibra 6ptica taper
cubierta con nanoparticulas de oro (Au-Nps).
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Nanoparticulas de oro (Au-Nps)
“u Hormona hCG
Analizador de especlros dplicos
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Fibra éplica taper
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Figura 3.17: Configuracién experimental de deposito de diferentes concentraciones de hCG
sobre la fibra éptica taper funcionalizada con nanoparticulas de oro
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Con respecto al espectro éptico, la longitud de onda central antes del depdsito de nanoparticulas
de oro se encontraba en 1549 nm, donde al depositar posteriormente las nanoparticulas de oro,
la longitud de onda central se establecié en 1538 nm con un desplazamiento de longitud de onda
central de 11 nm.

En la figura 3.18, se muestra la configuracion experimental en tiempo real del sensor de fibra
éptica al depositar la concentracion de 180 mIU/ml de hormona hCG.
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Figura 3.18: Configuracién experimental del sensor de fibra 6ptica en tiempo real
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3.5. Caracteristicas de rendimiento del biosensor

Los componentes més importantes para el proceso de validacion y consolidacion de la calidad
de los resultados obtenidos por el sensor al medir diferentes elementos bioldgicos son las figuras
de mérito[65].

Una figura de mérito es una cantidad usada para caracterizar el rendimiento y desempeno de
un dispositivo, sistema o método, que, en el caso de este trabajo, se determinara el rendimiento
y desempeno del sensor de fibra éptica taper al medir la hormona hCG diluida tanto en agua
como en orina en diferentes concentraciones[65].

El rendimiento y desempeno del biosensor fueron evaluados a partir de los resultados de la
caracterizacion espectral, calculando los valores de las figuras de mérito mas importantes. Los
pardmetros analizados incluyen la repetibilidad (o), la sensibilidad (S), el limite de deteccién
(LoD) y el rango dindmico (DR).

1. La Repetibilidad (R) del biosensor indica su capacidad para generar respuestas consisten-
tes en mediciones sucesivas utilizando el mismo biosensor y analito bajo condiciones de
prueba idénticas. La evaluacion de este parametro se basa en el andlisis estadistico de la
dispersion de los resultados, representado mediante la desviacién estandar[66]. Para ob-
servar el grado de repetibilidad en cada una de las concentraciones de hormona hCG, se
calcula la desviacién estandar por:

o= Z?:O(mi — i.)2 (31>

donde n es el numero de muestras,  es el promedio de las muestras y x; es el numero de
muestra.

2. La Sensibilidad (S) es una de las figuras de mérito mas importantes debido a que implica
la cantidad de analito que puede ser encontrada en el menor nimero de pasos con un
minimo de concentracién de analito en la muestra a analizar. Ademads, la sensibilidad
es la respuesta obtenida por el sensor a un estimulo o influencia externa, sin embargo,
en términos generales, la definicion mas comun es la relacién del cambio en la senal de
respuesta por unidad de cambio en la concentracién del analito[67]. La sensibilidad del
biosensor se calcula a través de:

AN
S=—"— 3.2
A[Analito] ( )

donde A{Analito] es la variacién de la concentracion de hormona hCG y A\ es la variacion
de la longitud de onda para la concentraciéon de hormona hCG en agua y en orina.
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3. El Limaite de deteccion del biosensor (LoD), es la concentracién mas pequena que se puede
medir con un cierto nivel de confianza, el cual no esta relacionada con el ruido[68]. ademaés,
es Unico para cada método analitico. Se calcula por la siguiente:

3,30
LoD = — 3.3
oD =2 (33

siendo S la sensibilidad y o la desviacion estandar, los cuales se han calculado previamente.

4. Limite de cuantificacion(Lo@)) determina la concentracién de analito mas baja que puede
ser cuantificada con un grado aceptable de certidumbre[68]:

LoQ = 10?0 (3.4)

siendo S la sensibilidad y ¢ la desviacion estandar, los cuales se han calculado previamente.

5. En el caso del Rango dindmico (RD), determina el rango en el cual el analito puede ser
cuantificado. El limite de parada es generosamente el limite mas bajo.El limite superior
(Lsup) es tomado como la concentracién en el cual la pendiente de la curva de calibracién
se desvia por una cantidad especifica ,usualmente el 5 %, este valor es tomado como el
limite superior .En el caso de RD, determina el rango en el cual el analito puede ser
cuantificado[69].

RD = (Lyyp + 5Lsup) — LOD (3.5)
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Capitulo 4

Resultados

En este capitulo se presentan los analisis de las respuestas tanto potencia éptica de salida como
espectral a partir de los resultados obtenidos tanto al depositar hormona hCG en diferentes
concentraciones diluidas tanto en agua como en orina sobre el biosensor propuesto. Primero se
presenta la tendencia de las respuestas de potencia éptica de salida como la espectral al depositar
las concentraciones de hormona hCG diluidas en agua tridestilada (1,10,100,1000,10000 y 100000
mlU/mL) cinco veces cada una sobre la fibra. Posteriormente, se realiza la caracterizacién de
repetibilidad en funcién a dichas concentraciones de hormona hCG. Luego, se obtienen las
respuestas tanto espectrales como de potencia éptica de salida al detectar las concentraciones de
hormona hCG clinicamente relevantes para la deteccion temprana de diferentes tipos de cancer
diluidas en orina (1,10,50,100,150 y 180 mIU/mL) , cinco veces cada una sobre la fibra. Asi
mismo, se lleva a cabo la caracterizacién de repetibilidad de tales concentraciones de hormona
hCG. Finalmente, se calculan las figuras de mérito a partir de las respuestas obtenidas por el
sensor de tanto potencia éptica de salida como espectral.
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4.1. Caracterizacion y deteccion del analito

Una vez llevado a cabo el decorado del transductor (fibra 6ptica taper) con nanoparticulas de
oro (Au-Nps), se caracteriza el comportamiento de potencia éptica de salida como lo senala
el trabajo de Villegas-Cantoran,D.S [71], la potencia 6ptica de entrada ideal debe encontrarse
entre 30 y 38 mW y una potencia éptica de salida entre 5 y 5.5 mW debido a que es necesario
que el campo evanescente se propague con mayor fuerza a través del transductor decorado con
nanoparticulas y sea suficiente para atraer la hormona hCG a la superficie de la fibra éptica
taper. Luego, con los pardmetros establecidos se deposita la hormona hCG sobre la cintura de
la fibra Optica taper y se espera hasta que se evapore completamente.

En la figura 4.1 se muestra la respuesta de potencia éptica de salida a un depdsito de hor-
mona hCG diluida en agua tridestilada ,en el cual se explica paso a paso la interpretacion de
esta.

K19_100000 miU/mL |

Gota de hormona hCG |

\ Pent= 38 mW
1 Psai= 5.06 mW
5.0 _m lent=155 mW
i
45 :
— |
= =
E 404 £ :
Te)
3 N | o2
5 :
D 354 o
a !
|
|
3.0 |
|
|
|
254 ' /____\
I I I | |
0 1 2 3 4 5

Tiempo (Minutos)

Figura 4.1: Comportamiento de la respuesta potencia éptica de salida la depositar sobre la
fibra éptica taper decorada con nanoparticulas de oro la concentracién de hormona hCG
diluida en agua tridestilada correspondiente a 100000 mIU/mL

Como se observa en la figura 4.1, se tiene el comportamiento de la respuesta de potencia 6ptica
de salida, donde en el paso 1, se estable una referencia de potencia 6ptica de salida en el cual se
encuentra 5.02 mW. Luego, en el paso 2 se observa una reduccién de la potencia 6ptica de salida,
debido a que en el momento de interactuar la gota de hormona hCG con el campo evanescente
amplificado por las nanoparticulas de oro (Au-Nps), se da una inmediata respuesta de potencia
6ptica de salida (como escaldn).
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4.1.1. Deteccién de hormona hCG (1-100000 mIU/mL) diluida en
agua tridestilada

Estableciendo la respuesta de potencia éptica de salida (paso 2), se depositan las concentraciones
de hormona hCG diluida en agua (1,10,100,1000,10000 y 100000 mIU/mL) sobre la cintura de
la fibra optica taper.

A continuacion, en la figura 4.2 se presenta las respuestas de potencia Optica de salida final a
dichas concentraciones de hormona hCG:

® Respuesta de potencia
Optica de salida (mW)

4.2 -

4.0 - ®3.97

3.8
©3.74

3.6
- @35
3.4

3.2
@3.14

3.0 5
2.8 + @®2.77
2.6 -

2.4 4

Potencia 6ptica de salida (mW)

2.2 4 ®2.18

2.0 | T | | | |
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Concentracion de hCG diluida en agua (mIU/mL)

Figura 4.2: Respuestas de potencia 6ptica de salida al depositar diferentes concentraciones de
hormona hCG (1-100000 mIU/mL) sobre la fibra éptica taper

Como se observa en la figura 4.2, si la concentracién de hormona hCG aumenta, la potencia
optica de salida disminuye mientras que si la concentracién de hormona hCG disminuye, la
respuesta Optica de salida incrementa, debido a que cuando hay altas concentraciones de hor-
mona hCG, el campo evanescente absorbe con més fuerza la hormona hCG y en consecuencia
la respuesta dptica de salida se reduce considerablemente y viceversa.
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4.1.2. Respuesta espectral al depositar hormona hCG diluida en
agua (1,10,100,1000,10000 y 100000 mIU /mL)

Otra de las caracterizaciones realizadas al sensor de fibra 6ptica taper , la cual permite conocer
la distribucién de la potencia éptica de la senal en funcion de la frecuencia y de la longitud de
onda central. A continuacién, se muestran los corrimientos espectrales pertenecientes de cada
una de las concentraciones de hormona hCG diluida en agua tridestilada (1,10,100,1000,10000 y
100000 mIU/mL), donde previamente al depésito de hormona hCG, la longitud de onda central
con la fibra éptica taper decorada con nanoparticulas de oro se encuentra en 1538 nm.En la
figura 4.3 se muestran el corrimiento espectral entre la primera concentracion de hormona hCG
(1 mIU/mL) y la concentracién mas alta de hormona hCG (100000 mIU/mL).

A:=1538.28 nm

Potencia (dBm)

2c=1543.8 nm

T T T T T T ™ T T T T T
1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590

Longitud de onda (nm)

Figura 4.3: Corrimiento espectral perteneciente entre la concentraciéon més alta de hormona
hCG y la més baja

En la figura 4.3, se tienen los desplazamientos espectrales relativos entre la concentracién de
hormona hCG mads baja, con una longitud de onda central para 1 mIU/mL la A\,.=1538.28 nm
y la més alta para 100000 mIU/mL A\.=1543.8 nm, donde se observa un corrimiento espectral
entre la primera concentracién de hormona hCG (1 mIU/mL) y la dltima de (100000 mIU/mL)
de AXiotay=5.52 nm. El corrimiento espectral se debe a que tiene el mismo comportamiento que
la respuesta en potencia éptica a medida que la concentracion de la hormona hCG aumenta.
La interaccién entre la hormona y el campo amplificado se intensifica con concentraciones mas
altas de hormona hCG, lo que provoca una mayor absorcién de energia en el sistema. Como
resultado, la potencia optica de salida disminuye y se observa un corrimiento espectral hacia
longitudes de onda mayores, correspondientes a menores energias.
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4.2. Analisis de repetibilidad para el caso de agua trides-
tilada

4.2.1. Repetibilidad para los valores de respuesta de potencia optica

A continuacion, en la figura 4.4 se presentan los rangos de respuesta brindados por el sen-
sor de fibra optica taper en funciéon de cada concentracién de hormona hCG diluida en agua
tridestilada, en particular, de la respuesta de la potencia.

Rangos de deteccidn al medir diferentes
Rango de deteccidn

1 3.89-4.06

10 3.66 - 3.88

100 3.49-3.54
1000 2.98-3.14
10000 2.68-2.96
100000 2.17-2.5

Figura 4.4: Rangos de deteccién para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en agua
tridestilada (1-100000 mIU/mL) depositadas sobre la fibra éptica taper

A partir de los valores de la tabla de la figura 4.4 se analiza la repetibilidad de las muestras,
debido a que es importante tener un dispositivo que permita obtener las mismas mediciones
al realizar varios experimentos una y otra vez bajo las mismas condiciones al sensar cualquier
biolégico de interés. Por lo tanto, con el fin de dar mayor certeza a los datos obtenidos al medir
diferentes concentraciones de hCG, se calcula la repetibilidad de los resultados a partir de la
férmula de la desviacion estdndar, la cual estd dada de la siguiente forma|[31]:

(4.1)

donde:

N=Numero de pruebas realizadas

T = Promedio de las respuestas obtenidas

x;= Valor de cada una de las respuestas obtenidas
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Por lo tanto, se llevan a cabo los calculos de correspondientes para obtener el valor de la
desviacién estandar para cada concentracion como se muestran en la tabla 4.1:

Conce?gfg/o;se hCG | Repetibilidad (o) | Coeficiente de variabilidad ( %)
1 0.069 1.51
10 0.095 1.70
100 0.02 0.56
1000 0.062 1.94
10000 0.12 3.89
100000 0.163 6.98

Tabla 4.1: Tabla de repetibilidad y variabilidad de los valores de potencia optica de salida en
funcién de la concentracién de hormona hCG (mlIU/mL) diluida en agua tridestilada.

Ahora, la repetibilidad de la respuesta Optica de salida se representa en una grafica de tipo
barra como se muestra en la figura 4.5, donde se graficaron un grupo de cinco datos para cada

concentracion de hormona hCG.
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Figura 4.5: Repetibilidad de los valores de la respuesta de potencia éptica en funcion de
diferentes concentraciones de hormona hCG diluida en agua tridestilada
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Como se observa en la figura 4.5, las barras mas largas representan una repetibilidad mas
baja, mientras que las barras més cortas simbolizan una alta repetibilidad. Por lo tanto, las
concentraciones de 1, 10 y 100 mIU/mL tienen una alta repetibilidad debido a que sus barras
de error son mas pequenas que en comparacion de las otras concentraciones de hCG. Ademas,
el valor de desviacién estandar para 1,100 y 1000 mIU es 0.02,0.069 y 0.06, lo que significa que,
al ser una desviacién estandar pequena, los datos tienden a ser menos dispersos y a ser mas
similares entre ellos. Sin embargo, para los casos de 10,10000 y 100000, los datos muestran una
baja repetibilidad, ya que sus barras son mas cortas, por lo que sus valores tienden a ser mas
dispersos, y son mas propensos a tener mayor error. Finalmente, se logra observar que las barras
de error no se cruzan, lo que significa que los datos correspondientes a cada concentracién son
totalmente independientes mutuamente.

4.3. Caracterizaciéon de la hormona hCG para la detec-
cién del cancer

Con la finalidad de detectar diferentes tipos de cancer en etapas iniciales se prepararon cinco
concentraciones de hormona hCG diluida tanto en agua tridestilada como en orina, las cuales
oscilan en el rango de concentraciones clinicamente relevantes ( 1 a 180 mIU/mL)[72, 83].

Por lo tanto,las concentraciones de hormona hCG evaluadas en esta seccién corresponden a
1 mIU/mL, 10 mIU/mL, 50 mIU/mL, 100 mIU/mL, 150 mIU/mL y 180 mIU/mL.

4.3.1. Respuesta de potencia 6ptica de salida en funcién de la con-
centracion de hormona hCG diluida en agua tridestilada

Estableciendo nuevamente el comportamiento de potencia optica de salida y obteniendo la
respuesta de potencia Optica de salida , se repiten 5 veces cada una de las concentraciones de
hormona hCG diluida en agua (1,10,50,100,150 y 180 mlIU/mL) sobre la cintura de la fibra
Optica taper. A continuacion, en la figura 4.6 se presentan las respuestas de potencia 6ptica de
salida a dichas concentraciones:
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\ ® Respuesta de potencia éptica\
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Figura 4.6: Respuestas de potencia éptica de salida al depositar diferentes concentraciones de
hormona hCG (1-180 mIU/mL) sobre el transductor

En la figura 4.6 se observa que la respuesta de potencia 6ptica del biosensor disminuye conforme
aumenta la concentracion de hormona hCG . Este comportamiento se asocia a que parte del
campo eléctrico amplificado estd siendo absorbido por las moléculas alrededor de la cintura
de la fibra optica taper, generando que la potencia éptica de salida sea disminuida. Por lo
que al aumentar la concentracion de hormona hCG en las soluciones, la absorcion del campo
amplificado es mayor y se refleja con una menor potencia éptica de salida.
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4.3.2. Respuesta espectral en funciéon de la concentraciéon de hormo-
na hCG diluida en agua tridestilada

En la figura 4.7 se presentan las respuestas espectrales al depositar diferentes concentraciones
de hormona hCG clinicamente relevantes a la detecciéon de cancer a sus primeras etapas (1-180
mlIU/mL). Especialmente, se grafican la concentracién méas alta de hormona hCG y la més baja.
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Figura 4.7: Respuestas espectrales al depositar diferentes concentraciones de hormona hCG (1
y 180 mIU/mL) sobre el transductor

Tal como se observa en la figura 4.7, hay dos desplazamientos espectrales en los cuales la
longitud de onda central de cada uno de ellos se situé para 1 mIU/mL en \,=1538.30 nm y
para 180 mIU/mL en \.=1540.82 nm con un desplazamiento de longitud de onda central total
de AMiotar=2.52 nm.
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4.3.3. Analisis de repetibilidad para hormona hCG diluida en agua

A continuacién, en la figura 4.8 se presentan los rangos de respuesta del sensor de fibra éptica
taper en funcién a cada concentraciéon de hormona hCG diluida tanto en agua tridestilada en
un rango entre 1 a 180 mIU/mL .En particular, de la respuesta de la potencia éptica y longitud
de onda central.

Rangos de deteccion al medir diferentes concentraciones de hormona hCG diluida
en agua tridestilada

.. Respuesta de potencia
Concentracién de hCG éptica de salida (mW) AC (nm)
(mIU/mL)
Rango de deteccidn

1 3.89-4.06 1538.28 - 1538.80
10 3.66-3.88 1538.98 - 1539.07
50 36-364 1539.14 - 1539.24
100 349-354 1539.25-1540.7
150 3.14-3.37 1540.75-1540.80
180 3.21-3.24 1540.82-1540.86

Figura 4.8: Rangos de deteccién para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en agua
tridestilada entre 1 a 180 mIU/mL depositadas sobre la TOF

Ahora, siguiendo la formula de desviacion estandar, se calculan los valores de repetibilidad para
cada concentracién y se tiene que:

Conce?gfg/";fj‘)e hCG | Repetibilidad (o) | Coeficiente de variabilidad (%)
1 0.06 1.51
10 0.06 1.70
50 0.01 0.41
100 0.02 0.56
150 0.04 1.43
180 0.015 0.43

Tabla 4.2: Tabla de repetibilidad y variabilidad de los valores de potencia optica de salida en
funcién de la concentracién de hormona hCG entre 1 a 180 mIU/mL diluida en agua
tridestilada
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Representando en una grafica de barras de error la repetibilidad de las muestras analizadas a
partir de los datos mostrados en la tabla 4.2.
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Figura 4.9: Repetibilidad de valores de potencia éptica de salida en funcion de diferentes
concentraciones de hormona hCG de 1 a 180 mIU diluido en agua tridestilada

Como se muestra en la figura 4.9, las barras de error representan la repetibilidad que hay entre
los datos obtenidos por el sensor. Lo que se observa en la figura es que los datos de potencia
éptica de salida en funcién de la concentracién de hormona hCG a 50,100 y 180 mIU/mL son los
que obtienen una alta repetibilidad debido a que, si la barra de error es mas pequena, entonces
los datos entre si son similares.

Para el caso de la repetibilidad con respecto a la respuesta espectral, se tiene que, siguien-
do nuevamente la férmula de desviacién estandar, se calculan los valores de repetibilidad en
funcién de cada concentracién de hCG de 1 a 180 mIU/ml diluido en agua tridestilada. Se tiene
que:
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Conce?:rffg/";f)e hCG | Repetibilidad (o) | Coeficiente de variabilidad ( %)
1 0.36 0.02
10 0.06 0.001
50 0.07 0.002
100 0.38 0.06
150 0.03 0.001
130 0.02 0.003

Tabla 4.3: Repetibilidad y variabilidad de los valores de corrimiento espectral, en funciéon de
diferentes concentraciones de hormona hCG diluido en agua tridestilada

Ahora, con una grafica de barras de error se representa la repetibilidad a partir de los datos
obtenidos por el sensor de fibra 6ptica taper y se tiene que:
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Figura 4.10: Repetibilidad de valores espectrales en funcién de diferentes concentraciones de
hormona hCG de 1 a 180 mIU diluido en agua tridestilada
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4.3.4. Respuesta de potencia 6ptica de salida en funcion de la con-
centracion de hormona hCG orina

En esta seccién se muestran los resultados obtenidos al depositar orina diluida a diferentes
concentraciones de hCG que van de 1 a 180 mIU/mL sobre el transductor funcionalizado con
nanoparticulas de oro. Finalmente, se presenta la repetibilidad de dichas concentraciones depo-
sitadas sobre la fibra 6ptica taper. En la figura 4.11 se muestra las respuestas de potencia optica
de salida al depositar dichas concentraciones de hormona hCG.
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Figura 4.11: Respuestas de potencia éptica de salida al depositar 1,10,50,100,150 y 180
mlU/mL de hormona hCG diluida en orina

Como se observa en la figura 4.14, la respuesta de potencia éptica tiene la misma tendencia que
las respuestas presentadas para la hormona diluida en agua tridestilada, lo que significa que
mientras la concentracion de hormona hCG aumente, la respuesta éptica de salida disminuye y
viceversa.
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Para el caso de la respuesta espectral, en la figura 4.15 se muestran los espectros en funcién a
cada dos concentraciones de hormona hCG (1 y 180 mIU/mL).
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Figura 4.12: Respuestas espectral al depositar 1 y 180 mIU/mL de hormona hCG diluida en

orina

Tal como se observa en la figura 4.12, hay dos desplazamientos espectrales en los cuales la
longitud de onda central de cada uno de ellos se situé para 1 mIU/mL en \.=1548.79 nm y
para 180 mIU/mL en \.,=1552.01 nm con un desplazamiento de longitud de onda central total
de A)Xptar=3.22 nm
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4.3.5. Analisis de repetibilidad para la hormona hCG diluida en ori-
na

En la figura 4.13 se presentan los rangos de respuesta del sensor de fibra 6ptica taper en funciéon
a cada concentraciéon de hormona hCG diluida en orina en un rango entre 1 a 180 mIU/mL .En
particular, de la respuesta de la potencia 6ptica y longitud de onda central.

Rangos de deteccion al medir diferentes concentraciones de hormona hCG
Respuesta de
Concentracién de hCG potencia éptica de /1,3 (nm)
(mlU/mL) salida (mW)
Rango de deteccidn

1 4.21-4.33 1547.69-1548.79
10 4.04-4.15 1549.09-1549.16
50 3.96-3.99 1549.53-1549.98
100 3.78-3.80 1550.02-1550.32
150 3.37-3.49 1551.06-1551.71
180 3.33-3.34 1551.87-1552.03

Figura 4.13: Rangos de deteccién para las diferentes concentraciones de hCG diluidas en orina
entre 1 a 180 mIU/ml depositados sobre la TOF

A partir de los datos mostrados en la figura 4.13 ,se calcula la repetibilidad de cada una de
las concentraciones de hormona hCG (1-180 mIU/mL) empleando la férmula de desviacién
estandar, los cuales se muestran en la tabla 4.5:

Conce?gﬁcjl/or?lﬁi)e hCG Repetibilidad (o) | Coeficiente de variabilidad ( %)
1 0.06 1.40
10 0.07 1.71
50 0.01 0.42
100 0.01 0.29
150 0.06 1.74
180 0.005 0.14

Tabla 4.4: Tabla de repetibilidad y variabilidad de los valores de potencia optica de salida en
funcién de la concentracién de hormona hCG entre 1 a 180 mIU/mL diluida en orina

En consecuencia, en la figura 4.14 se muestra la grafica de barras representando la repetibilidad
de las respuestas de potencia 6ptica de salida en funcion de la hormona diluida en orina.
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Figura 4.14: Gréfica de barras de error representando la repetibilidad de los valores calculados
en la tabla 4.4

Como se observa en la figura 4.14, las barras de error representan que los datos son menos
similares entre si, mientras que las barras mas cortas representan que los datos son mas similares
entre si. Entonces, las concentraciones de hormona hCG diluida en orina tal y como 50, 100 y
180 mIU/mL sus datos son similares entre si y tienen una alta repetibilidad.

Para el caso de la respuesta espectral se tiene en la tabla 4.6 los valores de reptibilidad a partir
de los datos obtenidos por el sensor al medir 1,10,50,100 ,150 y 180 mIU/mL de hormona hCG
diluida en orina.

Conce?rl:Iachl/orIrllS)e hCG Repetibilidad (¢) | Coeficiente de variabilidad ( %)
1 0.56 0.05
10 0.03 0.001
50 0.22 0.02
100 0.15 0.01
150 0.32 0.02
180 0.08 0.01

Tabla 4.5: Tabla de repetibilidad y variablidad de los valores espectrales en funcion de la
concentraciéon de hormona hCG entre 1 a 180 mIU/mL
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En consecuencia, en la figura 4.15 se muestra la grafica de barras representando la repetibilidad
de las respuestas de espectrales en funcion de la hormona diluida en orina.
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Figura 4.15: Gréfica de barras de error representando la repetibilidad de los valores calculados
en la tabla 4.5

Como se observa en la figura 4.15, las barras de error representativas a las concentraciones
de hormona hCG 10,100 y 180 mIU/mL, son las més pequenas, lo que significa que los datos
entre ellos tienen alta repetibilidad y son similares entre si. Por el contrario, los datos de las
concentraciones 1 y 150 mIU/ml, sus barras de error son més largas y, por lo tanto, sus datos
tienen una baja repetibilidad y son menos similares entre si.
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4.4. Desempeno del biosensor

En esta seccién se describen los valores de las figuras de mérito mas importantes para la valida-
cion y consolidacion de la calidad de los resultados obtenidos por el sensor al medir las diferentes
concentraciones de hormona hCG diluida tanto en agua tridestilada como en orina en el rango
clinicamente relevante para la deteccién de céncer tal y como Repetibilidad (R),Sensibilidad
(S),Limite de deteccion(LoD),Limite de cuantificacion (LoQ)y Rango dindmico (RD). A partir
de la ecuacién de repetibilidad (3.1) fueron calculados los valores de (R), considerando cinco
mediciones por cada concentracién de hormona hCG diluida tanto en agua como en orina.En
la tabla 4.6 se presentan los valores obtenidos de la respuesta espectral del biosensor a dichas
concentraciones.

Concentracién de hCG Repetibilidad (o)
(mIU/mL) Agua tridestilada (H20) | Orina

1 0.36 0.56
10 0.06 0.03
20 0.07 0.22
100 0.38 0.15
150 0.03 0.32
180 0.02 0.08

Tabla 4.6: Tabla de repetibilidad como una funcién de la concentracién de la hormona hCG
diluida tanto en agua como en orina

4.4.1. Figuras de mérito para el agua tridestilada

Calculo de sensibilidad (S)

Para calcular la sensibilidad con respecto a los cambios de longitud de onda al medir agua
tridestilada diluida en diferentes concentraciones de hCG entre 1 a 180 mIU/ml se tiene que
empleando la ecuacion 3.2 :

AN = Aigo

Luego, se calcula el cambio con respecto a la concentracion y se tiene que:

-\ = 1540,84nm — 1538,54nm = 2,3nm (4.2)

mIU/mL mIU/mL

, mlU mlU mlU
A [Analito] = 180 — 1 = 179H (4.3)

A continuacién , sustituyendo los datos en la ecuacién para la sensibilidad da el siguiente
resultado:

S =0012—2"

_— 4.4
mlIUmL (4:4)
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Caélculo de limite de deteccién (LoD)

Empleando la ecuacién 3.3 se tiene que:
0=0.18 mW y S =0,012—"—

mIUmL

Sustituyendo en 4.5 se tiene que:

milU

LoD = 0’04W (4.5)
Cilculo de limite de cuantificacién (LoQ)
Empleando la ecuacién 3.4 se tiene que:
0=0.188 mW y § = 0,012 —"—
Sustituyendo en 4.6 se tiene que:
mIlU
LoD = 0,14~ (4.6)
Cilculo de rango dindmico (RD)
Empleando la ecuacién 3.5 se tiene que:
mlIU mlIU
RD = 178E + 1,24E (4.7)
RD = 179mIU/mL (4.8)

4.4.2. Figuras de merito para la orina

Cailculo de sensibilidad (S)

Para calcular la sensibilidad con respecto a los cambios de longitud de onda al medir agua
tridestilada diluida en diferentes concentraciones de hCG entre 1 a 180 mIU/ml se tiene que
empleando la ecuacion 3.2 :

AN = )‘180mw/mL — Alsz/mL = 1551,97nm — 1548,16nm = 3,81nm (4.9)
Luego, se calcula el cambio con respecto a la concentracion y se tiene que:
mlIU mlIU mlIU
A [Analito] = 180 -1 =179—— 4.10
[Analito mL mL mL ( )

A continuacién , sustituyendo los datos en la ecuacién para la sensibilidad da el siguiente
resultado:

S = 0,021 —2

mIU.mL (4.11)
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Caélculo de limite de deteccién (LoD)

Empleando la ecuacién 3.3 se tiene que:

Sustituyendo en 4.12 se tiene que:

milU
LoD = 0’033W (4.12)
Calculo de limite de cuantificacién (LoQ)
Empleando la ecuacién 3.4 se tiene que:
0=0.19 mW y S = 0,021 —"—
Sustituyendo en 4.13 se tiene que:
milU
LoD = 0’11W (4.13)
Célculo de rango dindmico (RD)
Empleando la ecuacién 3.5 se tiene que:
mlIU mlIU
RD = 178E + 1,24E (4.14)
RD = 179mIU/mL (4.15)

4.4.3. Tabla de general de figuras de merito

En la tabla se presenta el resumen de las figuras de merito que describe el rendimiento del
biosensor desarrollado y caracterizado.

Figura de merito H.or.mona hea P-IOIjmona th
diluida en agua | diluida en orina
oy | m | o
Limite d[ilclif;/elii(])n (LoD) 0.04 0.03
Limite de E;E;%t/lfri;?aclon (LoQ) 0.14 0.11
Rar[ﬁ) S}rﬁ?mo 179.2 179.2

Tabla 4.7: Figuras de merito del biosensor para deteccion de hormona diluida en orina y agua
tridestilada
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En este trabajo, se llevé a cabo la cuantificacion de diferentes concentraciones de hCG con
sus respectivas respuestas de tanto potencia éptica como de respuesta espectral empleando un
biosensor de fibra éptica taper, con un didmetro en su cintura de aproximadamente 3u decorada
con nanoparticulas de oro de un diametro de 100 nm. Al emplear nanoparticulas de oro, se amplia
el rango de deteccion de hormona hCG (1 a 100000 mIU/mL) diluida en agua , debido a la
amplificacion de los campos evanescentes y de la fuerza de absorcién de la hormona.

Las repuestas tanto de potencia éptica, asi como de ancho espectral, demuestran que son inver-
samente proporcionales al incremento de concentracién de hormona hCG, debido al fenémeno
fisicoquimico denominado plasmones superficiales, en el cual los campos eléctricos del campo
evanescente se amplifican y, en consecuencia, al sensor lo hacen més sensible a los cambios de
indice de refraccién del medio.

La caracterizacion éptica y espectral del sensor de fibra optica, permitié detectar los rangos
de respuesta para cada concentracion de hormona hCG, demostrando que existe repetibilidad
en las mediciones. A través de la caracterizacién de los valores de las figuras de merito son
calculados a partir de las respuestas en potencia y en corrimiento en longitud de onda enfocado
en las concentraciones que podrian indicar la posible presencia de diferentes tipos de céancer,
los cuales en base a la literatura reportada se encuentran tipicamente entre 6 mUI/mL y 180
mUI/mL de hCG.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre las muestras diluidas en agua y en
orina, destacando la capacidad del biosensor para ajustarse a las propiedades especificas de
cada medio. La evaluacién de la respuesta del biosensor en presencia de muestras de agua y
orina sin hormona hCG, demostraron que la longitud de onda del biosensor se encuentra fuera
del rango de deteccion para las soluciones con concentraciones de hormona.

Es importante mencionar que este sensor de fibra éptica taper ofrece multiples ventajas en
comparacion con otro tipo de transductores, tal y como lo es su tamano compacto, su facil fun-
cionalizacién de la variable biologica de interés a medir y su alta sensibilidad, ya que otros tipos
de transductores como los electroquimicos o piezoeléctricos necesitan de laboratorios complejos
y con temperatura controlada tanto para la construccién de estos transductores , asi como de
la funcionalizacion de las variables biolégicas, que a veces tardan de horas a dias en realizarse
el proceso completo.
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Con respecto a los trabajos a futuro derivados a esta investigacién, surge la posibilidad de
convertir este sensor de fibra 6ptica taper en reutilizable, ya que este tipo de sensores no permiten
depositar la concentracién de hCG varias veces en una sola fibra optica taper.

Finalmente, la capacidad del biosensor para detectar la hormona hCG en un rango de 1 a 180
mUI/ml es de gran relevancia clinica, dado que se han reportado concentraciones dentro de este
rango en diversas afecciones clinicas, como cancer de vejiga, rindén, estémago, mama, pulmon,
pancreas, ovario y cuello uterino. Este rango de deteccion abarca valores criticos para facilitar
el diagnéstico y el seguimiento temprano de estos tipos de cancer, lo que posiciona al biosen-
sor basado en fibra optica conica decorada con nanoparticulas de Au como una herramienta
novedosa para la deteccion biomédica de la hormona hCG con alta sensibilidad y especificidad.
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Abstract: In this study, a novel technique for the quantification of the human chorionic gonadotropin
(hCG) hormone using localized surface plasmons and a tapered optical fiber decorated with gold
nanoparticles (Au-NPs) is reported. The tapered optical fiber fabrication process involves stretching
a single-mode optical fiber using the flame-brushing system. The waist of the tapered optical fiber
reaches a diameter of 3 um. Decoration of the taper is achieved through the photodeposition of 100 nm
Au-NPs using the drop-casting technique and a radiation source emitting at 1550 nm. The presence
of the hCG hormone in the sample solutions is verified by Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), revealing the presence of bands related to functional groups, such as C=0 (1630 cm™!),
which are associated with proteins and lipids, components of the hCG hormone. Quantification
tests for hormone concentrations were carried out by measuring the optical power response of the
tapered optical fiber with Au-NPs under the influence of hCG hormone concentrations, ranging
from 1 mIU/mL to 100,000 mIU/mL. In the waist of the tapered optical fiber, the evanescent field is
amplified because of localized surface plasmons generated by the nanoparticles and the laser radiation
through the optical fiber. Experimental results demonstrated a proportional relationship between
measured radiation power and hCG concentration, with the optical power response decreasing from
4.45 mW down to 2.5 mW, as the hCG hormone concentration increased from 1 mIU/mL up to
100,000 mIU/mL. Furthermore, the spectral analysis demonstrated a spectral shift of 14.2 nm with the
increment of the hCG hormone concentration. The measurement system exhibits promising potential
as a sensor for applications in the biomedical and industrial fields.

Keywords: evanescent field; tapered optical fiber; hCG hormone; gold nanoparticles

1. Introduction

The measurement of different concentrations of the hCG hormone plays a significant
role in detecting various stages of pregnancy and serves as a potential biomarker for the
detection and localization of different types of cancers, such as breast [1-3], prostate [4-6],
and pancreatic cancer [7-10], which have high mortality rates due to their detection at
advanced stages of the disease. Typically, hCG hormone detection is carried out using
electrochemical sensors [11-14]. However, these types of sensors require a large volume of
biological samples for analysis, are susceptible to high electromagnetic interference that can
result in false positives, and are expensive to manufacture. Additionally, there are piezo-
electric sensors that offer high sensitivity and a compact size, but have drawbacks, such as
a very low output response, requiring amplification stages for proper interpretation [15].

Quantification and detection systems, especially those based on optical fiber, are gain-
ing significant importance in hCG hormone detection [16-18]. These sensors offer several

Sensors 2023, 23, 8538. https:/ /doi.org/10.3390/s23208538

https:/ /www.mdpi.com/journal /sensors
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This work presents a biosensor based on a tapered opfical fiber decorated with gold
nanoparticles for the detection of human chorionic gonadotropin hormone in water and
urine. The tapered optical fiber, fabricated by flame-brushing technique, has a waist
diameter of approximately 3.5 pm, where gold nanoparticles with a size of 100 nm are
deposited through photodeposition using a continuous-wawve 1550 nm laser. Detection
was performed for hCG hormone solutions prepared in tri-distilled water and human
urine, covering a concentration range from 1 miWmL to 180 milWmL, which is clinically
relevant for cancer detection. The biosensor showed a spectral shift in output
wavelength and a variation in output oplical power as a function of hCG hormone
concentration, enabling a quantifiable, repeatable, and specific detection. The limits of
detection were 0.04 miU/mL for the solution in tri-distilled water and 0.03 mIWmL for
the solution in urine, with sensitivity of 0.012 nm/miU-mL and 0.021 nmémiU-mL,
respectively. These results demonstrate the potential of optical fiber non-functionalized
bicsensors decorated with metallic nanoparticles for developing highly sensitive
biosensors with biomedical applications, opening new possibilites for the early
diagnosis of diseases associated with abnormal expression of the hCG hormone.
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