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Resumen

El desarrollo de dispositivos biosensores tiene gran relevancia en la deteccion de
moléculas, particularmente en biomedicina. En la presente tesis se desarroll6 una
metodologia para la simulacion por dinamica computacional y las ecuaciones de
Fresnel, de tres distintos inmunobiosensores o6pticos, con potencial aplicacién en el
diagndstico o monitoreo terapéutico de diferentes enfermedades. Para ello, se model6
y simuld un biosensor multicapa de Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR) para
la deteccion de antigenos presentes en fluidos humanos. Los elementos de
reconocimiento de los biosensores estudiados fueron: 1) albumina de suero de bovino
(BSA), 2) albumina de suero humano (HSA) y 3) anticuerpo humano IgG1b12. Los
anticuerpos mencionados se inmovilizaron sobre una pelicula SPR de oro empleando
tres tipos de moléculas organicas propuestas. Los parametros fisicos de las diferentes
monocapas, de cada biosensor, fueron determinadas y empleadas en el modelo tedrico
de las ecuaciones de Fresnel. Por su parte, se emplearon anti-BSA, anti-HSA y
glucoproteina gpl120 como antigenos. Se determinaron las conformaciones de unién
Optimas de ligando a proteina, para determinar los sitios de unién entre las moléculas
de anclaje a la superficie de oro y las proteinas bioreceptoras en el sensor. Los distintos
angulos de calibracibn de un sensor SPR, para diferentes concentraciones de
soluciones de etanol-agua, fueron determinados computacionalmente y comparados
con las curvas experimentales en la region lineal y no lineal, previamente reportadas por
Jung y colaboradores. La simulacién de las curvas SPR mostré que las monocapas
funcionales con mejor respuesta se ubican en la regioén lineal, con un cambio en la
respuesta SPR de entre 1.7° y 0.38°. Para la monocapa de IgG, el &ngulo minimo SPR
85pr coOrrespondio a 70.16°; mientras que para BSA e 1IgG1b12 humana fueron de 73.87°
y 71.15°, respectivamente. El desplazamiento angular de las curvas SPR después de la
interaccion con los antigenos respectivos anti-BSA, anti-HSA y glucoproteina gp120,
fueron de 1.7°, 1.22° y 0.38°, respectivamente. El angulo de alto contraste para un
buffer neutro (HEPES), los tres biosensores propuestos se encuentran en la region

lineal, con un angulo de contraste 6, = 67°.
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Introduccion

En los ultimos afios se han generado una variedad de avances en el desarrollo de
biosensores, debido a la importancia actual de la deteccion de sistemas biolégicos.
Entre las técnicas de biosensado con mayor impacto se encuentran las basadas en
procesos eléctricos, magnéticos y opticos [1]. De acuerdo a la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry),
un biosensor es un dispositivo integrado autbnomo capaz de proporcionar informacion
analitica cuantitativa o semicuantitativa especifica, utilizando un elemento de
reconocimiento bioldgico o biomimético que esta en contacto espacial directo con un
transductor [2]. La capa de biorreconocimiento, tipicamente compuesta por enzimas,
anticuerpos o acidos nucleicos, esta disefiada especificamente para interactuar con el
compuesto diana en una muestra. Cuando ocurre la interaccién bioquimica, el
transductor detecta una serie de cambios fisicoquimicos en el medio o la superficie y los
convierte en sefiales discretas o continuas (Figura I) [3].

i Procesador
¢
oV de datos
- "
" ) Transductor
® Receptor
Muestra biolégico

Figura |. Representacion esquematica de un biosensor que incluye la muestra heterogénea, el receptor
biologico especifico, el transductor, el sistema de procesamiento de datos y la sefial final [4].

Por su lado, la tecnologia de resonancia de plasmones superficiales (SPR) ha
evidenciado ser un instrumento de gran utilidad en el andlisis de deteccion, que permite
una lectura directa y en tiempo real de la interaccion analito-bioreceptor y la regulacion
de expresion génica, sin la necesidad de otra molécula de etiquetado. Ello simplifica la
mediciéon, a la vez que reduce el tiempo de andlisis y aumenta la fiabilidad
comparativamente con la mayoria de técnicas inmunoldgicas que requieren del uso de
moléculas marcadores, como los flurocromos [5-7]. Es una técnica sensible que
encuentra aplicabilidad en campos como gendmica, protedmica, y celomica, donde la
afinidad y la cinética de union se pueden estimar directamente a partir de las respuestas

medidas [8, 9]. La técnica SPR se basa en la Optica de onda evanescente, la cual
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involucra diversos fendmenos fisicos y métodos asociados con la reflexion total interna
de laluz en la interfase entre dos medios [10]. En ella se excitan plasmones superficiales
en la interfase entre una pelicula metalica y un medio dieléctrico, y se miden los cambios
en el indice de refraccion de la muestra de interés que esté en contacto con la pelicula
metalica. Dichos cambios modifican la constante de propagacién del plasmoén
superficial, alterando asi la condiciébn de acoplamiento entre una onda de luz y el
plasmén superficial [11]. Los instrumentos basados en SPR utilizan un método 6ptico
para medir el indice de refraccidén cerca de la superficie de un sensor ( ~200 nm desde
la superficie) [12], empleando tres unidades esenciales integradas: unidad &ptica, de
manipulacién de liquidos y la superficie del sensor [13]. El sensor forma una barrera
fisica entre la unidad 6ptica (seccién seca) y la celda de flujo (seccién humeda) tal que
se mida el desplazamiento del angulo SPR. En general se utilizan tres sistemas épticos
diferentes para excitar plasmones de superficie: 1) sistemas con prismas, 2) rejillas y 3)
guias de ondas 6pticas. Dentro de los primero encontramos instrumentos con acoplador
de prisma o "configuracién de Kretschmann" [14]. En ella, (Figura Il), un prisma acopla
luz p-polarizada en el sensor recubierto con una delgada pelicula metalica. La intensidad
de la luz reflejada hacia un detector se mide entonces empleando un fotodiodo o una

camara CCD.
Intensidad de
luz reflejada
(%)

Prisma @
_/ Detector
Luz polarizada A B
incidente —

Angulo ((P)

Figura Il. Configuracion experimental esquematica de la excitacién por SPR. Se coloca un sensor (chip)
con una capa de oro en un prisma. La luz polarizada incide desde la fuente de luz en el chip del sensor.
La intensidad de la luz reflejada se mide en el detector CCD. A un cierto angulo de incidencia (¢), se
produce la excitacion de los plasmones superficiales, lo que provoca una caida en la intensidad de la luz
reflejada (A). Un cambio en el indice de refraccion en la superficie de la pelicula de oro provocara un
cambio de angulo de la curva SPR de A a B [13].

En instrumentos con acopladores de rejilla [15], la luz se refleja en el sustrato de indice
de refraccibn méas bajo. Es decir, la luz viaja a través del liquido antes de que los
fotones generen ondas de plasmén superficial en los instrumentos elipsométricos [16].
Algunos instrumentos aplican acopladores de guias de ondas 6pticas [17] o miden el
cambio de longitud de onda SPR como resultado del proceso de interaccion

biomolecular [18].
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Los sensores SPR tienen la capacidad de medir niveles bajos de compuestos
quimicos y biologicos cerca de la superficie del sensor. La deteccion de un evento de
unién biomolecular ocurre cuando las biomoléculas se acumulan en la superficie del
sensor y cambian el indice de refraccion al reemplazar la muestra liquida. Las moléculas
de proteinas tienen un indice de refraccion mas alto que las moléculas de agua (An =
1071) [19]. Su sensibilidad SPR esta en el rango An ~ 10~° RIU 0 1 pg mm™~2 de material
proteinico [13]. A menudo, en la biodeteccidén en tiempo real, los valores absolutos no
sSon un requisito previo, solo se monitorea el cambio como resultado de la interaccion
bioespecifica en la superficie del sensor.

En particular el desarrollo de dispositivos biosensores basados en esta tecnologia,
para reconocer moléculas del sistema inmune, inmunosensores, ha supuesto un
importante avance tecnolégico en el &rea de la medicina clinica [20]. Es posible modelar
el fendmeno de resonancia de plasmones superficiales en sistemas de multiples capas
utilizando la electrodinamica clasica, a partir de la solucién de las ecuaciones de Fresnel
[21, 22], las cuales describen el comportamiento de la luz al pasar por medios de
distintas propiedades dieléctricas.

En este trabajo de tesis se desarrollaron simulaciones mediante ecuaciones de
Fresnel y dinamica molecular de tres inmunosensores multicapa SPR para la deteccion
de anti-BSA, anti-HSA y glucoproteina gp120 [23, 24].

En el capitulo uno se presenta el estudio de la teoria electromagnética que describe
el fendbmeno SPR y el andlisis de un sistema multicapa basado en las ecuaciones de
Fresnel.

En el capitulo dos, se describe el estudio y la propuesta de una estrategia de
inmovilizacion de anticuerpos para obtener inmunoensayos en formato directo de
biomarcadores proteicos en fluidos biol6gicos. Ademas, se presenta la optimizacion
geométrica de tres moléculas organicas utilizadas para inmovilizacién de anticuerpos y
el proceso de simulacién de interacciones anticuerpo-antigeno en Autodock Vina para
tres anticuerpos: BSA-antiBSA, HSA-antiHSA y la 1gG1 b12 humana-glucoproteina
gpl20.

En el capitulo tres se presenta la metodologia para la fabricacién de inmunosensores
haciendo hincapié en los biosensores SPR.

En el capitulo cuatro se muestran los resultados y discusiones de las simulaciones
computacionales realizadas para la determinacion de las curvas de reflectancia vs
angulo, para un sistema SPR con una pelicula nanométrica de oro en la deteccién de
interacciones antigeno-anticuerpo en un biosensor SPR convencional. Se incluye el
protocolo y el modelo teérico-computacional de funcionalizacién propuesto para el

optimo anclado covalente de proteinas en la superficie de oro del biosensor. Los
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parametros fisicos de las diferentes monocapas, de cada biosensor, fueron
determinadas en el software Avogadro y empleadas en el modelo tedrico de las
ecuaciones de Fresnel. Asi mismo, se determinaron las predicciones en las
conformaciones de unién optimas de ligando a proteina, para determinar los sitios de
unién entre las moléculas de anclaje a la superficie de oro y las proteinas bioreceptoras
en el sensor. Por ultimo, se analizaron las curvas SPR de las interacciones BSA-
antiBSA, HSA-antiHSA y la 1IgG1 b12 humana-glucoproteina gp120.



Objetivo General

Simular la interaccién proteina-proteina utilizando el fenbmeno SPR mediante un

modelo multicapa de las ecuaciones de Fresnel.

Objetivos Especificos

1.

Revisar la literatura sobre el fendbmeno SPR y sus aplicaciones enfocadas a la
biomedicina.

Desarrollar la teoria electromagnética detras del fenomeno SPR.

Caracterizar el sistema SPR simulado mediante el estudio y simulacién de
curvas SPR a diferentes indices de refraccion (etanol: agua desionizada).
Establecer un modelo ted6rico y computacional mediante Matlab del sistema
multicapa del fenébmeno SPR utilizando ecuaciones de Fresnel.

Simular un protocolo de deposicibn de monocapas organicas con grupos
carboxilo-terminales  sobre  sustratos SPR  utilizando = monocapas
autoensambladas (SAM), que se utilizarian como soporte de anclado para
biosensores de proteinas.

Optimizar las configuraciones geométricas de las moléculas encargadas del
proceso de inmovilizacion covalente del anticuerpo en sus tres diferentes fases
(MUA, MUA+NHS, MUA+EDC), por medio de la Mecanica Molecular en el
software Avogadro.

Obtener el sitio de unién entre la monocapa organica con grupos carboxilo-
terminales (11-acido mercaptoundecanoico MUA) y las proteinas utilizadas
como elemento de reconocimiento biolégico (BSA, HSA y HIgG) del biosensor,
mediante la simulacion de interacciones de Van der Waals y puentes de
hidrogeno con softaware AutoDock Vina.

Disefar, simular y analizar la respuesta de las curvas SPR obtenidas de los
biosensores con proteinas ligando BSA, HSA e IgG humana (anticuerpo 1gG1
b12 humano para el reconocimiento del VIH) en superficies funcionalizadas SPR
y Su interaccién con otra proteina contenida en el soluto (anti-BSA, anti-HSA y

antigeno gp120).
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CAPITULO 1 Teorfa Electromagnética de Plasmones Superficiales en Peliculas Metélicas.

Capitulo 1

Teoria Electromagnética de Plasmones
Superficiales en Peliculas Metalicas

En el estudio de las propiedades del fenbmeno de resonancia de plasmones
superficiales (SPR), se toma como punto de partida las cuatro ecuaciones vectoriales
de Maxwell, que vienen dadas por

V-D = pexe (1.2

VXE= o8 1.3
15)))

VXH=Jey + ot (1.4)

donde D es la densidad de flujo eléctrico (C/m?), E el campo eléctrico (V/m), H el campo
magnético (A/m), B la densidad de flujo magnético (T), p.: la densidad de carga externa
(C/m3) yJ.,: la densidad de corriente (A/m?). En ellas se distingue entre carga y corriente
externa (pext, Jext ) que impulsan al sistema, y la carga y corriente interna (p;,+,J ) que
responden a los estimulos externos, tal que pior = Pext + P Y Jtot = Jext +J [25].

Ademas, las cargas y corrientes internas responden a las externas de acuerdo a

Ptot = Pext T Pint (1.5)

Jeot = Jext T Jint (1.6)

Los cuatro campos macroscoépicos E, D, B y H se relacionan con la polarizacion P y la

magnetizacion M, mediante

D =¢E+P, (1.7)
H= ! B—-M
1o , (1.8)
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donde ¢, = 8.854x1072 Faradios/metro (F/m) y u, = 1.257x10° Henrios/metro (H/m) son
la permitividad eléctrica y la permeabilidad magnética del vacio, respectivamente. Para
el caso particular de este trabajo de tesis, no es necesario considerar una respuesta
magnética dado que se consideran exclusivamente medios no-magnéticos. Por su parte
P, que describe el momento dipolar eléctrico por unidad de volumen dentro del material,

esta relacionado con la densidad de carga interna por

VP =—pp (1.9)
La condicién de conservacion de carga

dp;
Vo Jime =5 (1.10)

también requiere que las densidades de corriente y carga internas se relacionen por

oP

Jine :6_

- (1.11)

Usando esta aproximacion, el campo eléctrico E (macroscépico) incluye todos los
efectos de la polarizacién, el campo interno y el externo. De las ecuaciones (1.1)y (1.7)

tenemos
V-D=V-(gE+P)=¢6V"-E—pins, (1.12)

1 _ Ptot
V-E= S_O(pext + pint) = £ . (1 13)

En este trabajo se considerardn solamente medios lineales, isotropicos y no-

magnéticos, por lo cual se definen las relaciones constituyentes mediante
D = g¢E (1.14)
B = pouH (1.15)

donde ¢ es la permitividad relativa o funcién dieléctrica del material considerado, y de
caracter adimensional, mientras que u = 1 es la permeabilidad relativa para un medio
no-magnético. Definiendo la relacion entre el campo eléctrico Ey la polarizaciéon P, y de
(1.7) y (1.14), tenemos

P = gyxE, (1.16)
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D = £,E(1 + ), (1.17)

e=1+y (1.18)

donde y es la susceptibilidad eléctrica.
La relacion entre la densidad de corriente internay el campo eléctrico se define mediante

la conductividad ¢, dada en Siemens/metro (S/m):

Jint = 0E (1.19)

Las ecuaciones (1.14) y (1.19) son correctas Unicamente para medios lineales que no
presentan dispersion temporal ni espacial. Como la respuesta éptica de los metales
depende de la frecuencia, es necesario considerar la no-localidad en tiempo y espacio

(retraso en tiempo y respuesta no-local) generalizando las relaciones lineales a
D(r,t) = &/ dt'dr'e(r —1',t — t)EG",t) (1.20)
J(r,t) = [ dt'dr'o(r —1',t — t)E(,t) (1.21)

donde se supone gue todas las escalas de longitud son muy grandes, para asegurar
homogeneidad. Para respuestas locales, la forma de las funciones de respuesta es una
funcion delta (8), y se recuperan (1.14) y (1.19).

Es posible simplificar (1.20) y (1.21) tomando la transformada de Fourier inversa
respecto a [ dtdr expli(k - r — wt)], cambiando las convoluciones por multiplicaciones.
Asi, se obtienen las componentes de onda plana de los campos, con vector de onda k
y frecuencia angular w, o que conduce a las relaciones constitutivas en el dominio de

Fourier. Aplicando este procedimiento para la densidad de flujo eléctrico

F{D(r, t)} = &F{E} - F{e} (1.22)
y haciendo lo mismo para la densidad de corriente, se llega a

F{D(r, )} = D(k, w) = goe(k, w)E(k, w) (1.23)

F{]int(rl t)} = ]int(k; (1)) = G(kr (U)E(k, (l)) (124)

En este dominio, d; — iw y V — ik. Bajo esta consideracion, usando las ecuaciones
(1.7), (1.10), (1.23) y (1.24) se llega a la relacion entre la funcion dieléctrica y la

conductividad
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0
]int(rr t) = a P(T, t), (125)
]int(k: (J)) = _le(k; (J)) = O-(k! (L))E(k, (,()), (126)
D(k, w) = &E(k, ) + P(k, w), (1.27)
D(k, w) = ,E(k, w) + %a(k,w)E(k, w) = gye(k, w)E(k, w) (1.28)
ok,
ek w) =1+ wiow‘”) (1.29)

Por otro lado, se puede tomar la funcién dieléctrica y la conductividad como funciones
complejas de la frecuencia angular w, asociarlas mediante (1.29) y determinar el indice

de refraccion complejo:

e(w) = & (w) + ig(w) (1.30)
filw) = e(w) = n(w) + ix(w) (1.31)

donde ¢, &;, n'y k son numeros reales. De lo anterior, se deduce que
— 2 H 2
e=n“+2ink —k (1.32)

g =n?—k?% & =2nk, (1.33)

1
1
n? = > t3 /512 + &3. (1.34)

El coeficiente de extincibn k, determina la absorcibn Optica de las ondas

M

electromagnéticas que se propagan a través del medio. Esté vinculado al coeficiente de
absorcion ay de la ley de Beer, que describe la atenuacién exponencial de la intensidad
de un haz propagandose a través de un medio

_ 2k(w)w

ap=——"—) (1.35)

I(x) = Iy exp[—apx] (1.36)
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donde ¢ = (uyg,)~ /2 metros/segundo es la velocidad de la, e luz en el vacio, x es una
coordenada espacial arbitraria, e I, e I son las intensidades de la luz incidente y
transmitida, respectivamente, y estan dadas en candelas.

Por Ultimo, para obtener las soluciones a las ecuaciones de Maxwell para ondas
viajeras, en ausencia de estimulos externos, se combinan (1.3) y (1.4). Asi, evaluando

en el dominio del tiempo tenemos

Vx(VxE)—Vx( 6B>_ a(V><B)— 6( +6D)
_ a]ext =0
u=1, Y (1.38)
9°D
VX (VXE) = _MOW (139)
gue en el dominio de Fourier implica
—k x k x E(k, 0) = —io(—iw)*D(k, ) = pow?D(k, »), (1.40)
wz
k(k-E) — k’E = —e(k,a))c—zE, (1.41)

la ecuacion de onda. Es necesario distinguir dos casos, que dependen de la direccién

de polarizacién del vector de campo eléctrico. Primero, para ondas transversales
k-E=0, (1.42)
2

k2 = e(k, ) — (1.43)
) CZP .

Segundo, para ondas longitudinales. Alli, las direcciones de k y de E son iguales por lo

que el lado izquierdo de (1.56) es cero: k(k - E) = k2E. Entonces, se llega a

ek w) =0 (1.44)

Esto implica que las oscilaciones colectivas longitudinales so6lo pueden ocurrir a
frecuencias para las que la funcion dieléctrica vale cero. Posteriormente se discute cémo
esta condicion impide la excitacion de plasmones superficiales para luz con polarizacion

tipo s.
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1.1 Reflexion y refraccion de ondas electromagnéticas

en una interfaz plana entre dieléctricos

Una caracteristica basica de las ecuaciones de Maxwell para el campo electromagnético
es la existencia de soluciones de ondas viajeras que representan el transporte de
energia de un punto a otro. Las ondas electromagnéticas mas simples y fundamentales
son las ondas transversales planas [26]. Las soluciones pueden obtenerse en medios
simples no conductores descritos por permeabilidad y susceptibilidad espacialmente
constante. En ausencia de fuentes, las ecuaciones de Maxwell, ecuaciones (1.1)-(1.4),

en un medio infinito son

V-D=0, (1.45)
V-B=0, (1.46)
OB
VXE=-—, (1.47)
oD
VxH=— (1.48)

Suponiendo soluciones con dependencia arménica del tiempo e~ ¢ a partir de las cuales
podemos construir una solucién arbitraria por superposicion de Fourier, las ecuaciones

para las amplitudes E(w, x), etc. tenemos que

V-D=0, (1.49)
V-B=0, (1.50)
VXE =iwB, (1.51)
VxH=—iwD, (1.52)

donde w es la frecuencia angular de la onda (rad/s). Si suponemos que €y u son reales
y positivos, no hay absorcion en el medio. Entonces las ecuaciones para E y H que

obtenemos al sustituir las ecuaciones constitutivas son

VX B+ iwueE = 0, (1.53)
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VxE— iwB = 0, (1.54)

Al combinarlas, obtenemos

E
V(V'SE)—VZE—wzyeE =0 (1.55)

Usando la identidad V - (¢E) = E- Ve 4+ ¢ V - E y la ecuacion (1.49), podemos reescribir la

expresion como

E
V(;-VE) — V2E — w?ueE =0 (1.56)
Para variaciones despreciables de la constante dieléctrica £(r), es decir Ve =0,
obtenemos la ecuacién de onda de Helmholtz,

VZE + w?ucE = 0 (1.57)

Con el mismo procedimiento podemos encontrar una expresion similar para B,

obteniendo
(V% + w?ue) {E} =0 (1.58)
B )

Una posible solucién es una onda plana que viaja en la direccion x, e**~t De la
ecuacion (1.58), encontramos el requisito de que el numero de onda k (1/m) y la

frecuencia w estan relacionados por

k= e w (1.59)

La velocidad fase de la onda es

W 1 c u €
vVET—m=E— =, n= —_—
k us n o €0 (1.60)

donde la cantidad n es el indice de refraccion y generalmente es una funcion de la

frecuencia. La soluciéon en una dimensién es

u(x, t) = aekx~wt 4 pe-ikx-ivt (1.61)

Usando w = kv de (1.60), se puede re-escribir como
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u(x’ t) — aeik(x—vt) + be—ik(x+vt) (1.62)

Consideremos ahora una onda electromagnética plana con frecuencia w y un vector de
onda k = kn, que satisfaga la ecuacion de onda Helmholtz y las ecuaciones de Maxwell.
La restriccion impuesta por la ecuacion (1.58) es esencialmente cinematica; mientras
que las impuestas por las ecuaciones de Maxwell, dinamicas. Con la convencién de que
los campos fisicos eléctricos y magnéticos se obtienen tomando las partes reales de
cantidades complejas, escribimos los campos de onda plana como

E(x, t) — @eikn-x—iwt’ (1.63)
B(x, t) — §Beikn~x—iwt' (1.64)

donde €, B y n son vectores constantes. Cada componente de E y B satisface (1.58),

por lo que

k?n-n = psw? (1.65)

Para recuperar (1.59) es necesario gue n sea un vector unitario de modo que n-n = 1.
Con la ecuacion de onda satisfecha, sélo queda fijar las propiedades vectoriales para
que las ecuaciones de Maxwell (1.49)-(1.52) sean validas.

Las ecuaciones de divergencia exigen que

n-€=0 (1.66)

n-8=0 (2.67)

Esto significa que E y B son perpendiculares a la direccién de propagacion n. Tal onda
se llama onda transversal. Las ecuaciones de rotacional proporcionan una restriccion

adicional

B =,/[uenx € (1.68)

donde +/ue = n/c y n es el indice de refraccion definido en (1.60).

Si n es real, (1.68) implica que € y B tienen la misma fase. Entonces es util introducir
un conjunto de vectores unitarios reales mutuamente ortogonales (€;, €;,n), COMO se
muestra en la Figura 1.1. En términos de estos vectores unitarios, las intensidades de

campo €y B son




CAPITULO 1 Teorfa Electromagnética de Plasmones Superficiales en Peliculas Metélicas.

C= €1E0, B = 62\/EE0 (169)

C= EZE(,), B = —61\/EE6 (170)

donde E, y E; son constantes. Las ondas descritas por (1.63)-(1.64) y (1.69)-(1.70) son

ondas transversales que se propagan en la direccion n.

X

Figura 1.1. Vector de propagacién k y dos vectores de polarizacién ortogonales €; y €, para las
intensidades de campo E y B de una onda transversal electromagnética [26].

Representa un flujo de energia promediado en el tiempo dado por la parte real

del vector de Poynting complejo:

PR (1.71)

El flujo de energia (energia por unidad de area por unidad de tiempo) es

s=3 ZlEolzn (1.72)
La onda plana (1.63)-(1.64) y (1.69) es una onda con su vector de campo eléctrico
siempre en la direccion €;. Dicha onda se dice que esta polarizada linealmente con el
vector de polarizacion €,. Por su parte, la onda descrita en (1.70) esta polarizada
linealmente con el vector de polarizacion e, y es linealmente independiente del primero.

Entonces

El = elEleik.x_iwt, Ez = ezEzeik‘x_iwt (173)

donde
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k X E;
j:\/ﬁ k]’ =12 (2.74)

La reflexion y la refraccion de la luz en una superficie plana entre dos medios de
diferentes propiedades dieléctricas son fendmenos familiares. Los cuales son de interés
para nuestro tema a tratar.

El sistema de coordenadas y los simbolos apropiados para el problema se muestran en

la Figura 1.2. Los medios debajo y arriba del plano z = 0 tienen permeabilidades y

permitividades u, € y y', €', respectivamente. Los indices de refraccion, definidos a través

de (1.60), sonn = \Jue/poeo yn' = VW€ /u,€. Una onda plana con el vector de onda k

y la frecuencia w es incidente al medio y, €. Las ondas refractadas y reflejadas tienen

vectores de onda k' y k"', respectivamente, y n es un vector unitario normal dirigido del

medio u, € al medio u, €.

Z
Medio 2
A K
n B
we N
X
ne
@« | B Medio 1
k k”

Figura 1.2. La onda incidente k incide en la interfaz del plano entre diferentes medios, dando lugar a una
onda reflejada k"' y una onda refractada k' [26].

Segun (1.73)-(1.74), las tres ondas son:

Incidente:
E = Eoeik-x—iwt (175)
k xXE
B = ue— (1.76)
Refractada:
E = Eloeik'-x—iwt (177)

10
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k' <X E
B = \ M’S’T (178)
Reflejada:
EII — Elloeik”-x—i(,)t (179)
kll X EII
B = 1.80
JiE— (1.80)
Los nameros de onda tienen las magnitudes:
" w (1.81)
kKl=1K'l=k=—
k| = k"] — e
! ! w r.r
|k'| =k =?\/,us (1.82)

La existencia de la condicién de frontera en z = 0, la cual debe cumplirse en todos los
puntos del plano en todo momento, implica que la variacion espacial (y temporal) de
todos los campos deben ser las mismas en z = 0. En consecuencia, los factores de fase

deben ser todos igualesenz = 0
(k-x) =0 = (K'-x) ;20 = (K"~ X) ;=9 (1.83)

independientemente de la naturaleza de las condiciones de frontera. La ecuacion (1.83)
contiene todos los aspectos cinematicos de la reflexion y refraccion. Podemos notar que

los tres vectores de onda yacen en un plano. Podemos reescribir (1.83) como

ksina = k'sinB = k' sinp’ (1.84)

Como k = k', encontramos que a = B’. El angulo de incidencia es igual al &ngulo de
reflexién (Ley de Snell).

Las propiedades dinAmicas dependen totalmente de la naturaleza de los campos
electromagnéticos y de sus condiciones de frontera. Aplicando las condiciones de
frontera sabemos que las componentes normales de D y B son continuas y las
componentes tangenciales de E y H son continuas. Sustituyendo los campos D = ¢E y

B = uH correspondientes al sistema (incidente, refractado y reflejado) tenemos
[e(Eo+E"g) —€'E'g] 'm =0 (1.85)

[k X E0+k” X EHO - k, X Elo] ‘n=0 (186)

11
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[EO + EHO - Elo] xn=20 (187)

1 1
[ﬁ (e X Eg+k" X E"g) =K' X E'o| x 1 = 0 (1.88)

En el caso particular en que el campo eléctrico es perpendicular al plano de incidencia
(polarizacion TE o tipo s, Figura 1.3), debido a que los vectores de campo eléctrico
son todos paralelos a la superficie, la condicion de frontera para el campo eléctrico (1.87)

es
B, +El = Eb (1.89)
z

Polarizacion
TEoS B’

na K

B -
we Ty Medio 2
x
He Medio 1
B BH
o o
E E”
k k”

Figura 1.3. Reflexion y refraccién con polarizacion perpendicular al plano de incidencia (transversal
eléctrica) [26].

De la ecuacién (1.88) usamos la propiedad del triple producto vectorial, y la ecuacion

(1.82) para llegar a la expresion

8,
Ey cosa + l% Eycos B = Ey cosa (1.90)

Resolviendo el sistema de ecuaciones dado por (1.89)-(1.90) y utilizando la ley de Snell,

se llega a

, 2cosasinf
b =—————E, (1.91)
sin(a — )

. _ sin(a + B) (1.92)
° " sin(a—p) °

12
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Ahora, en el caso particular para el campo E paralelo al plano de incidencia,
polarizaciéon TM o tipo p, Figura 1.4, la condicién de frontera para el campo eléctrico
(1.87) es

EgcosB + Ej cosa = Egcosa (1.93)
z
Polarizacion
TMoP
B
nj K
q\ﬁv B’ .
‘o Medio 2
n'e x
He Medio 1
v -
a a
B B”
k
"

Figura 1.4. Reflexion y refraccion con polarizacion paralela al plano de incidencia (transversal
magnética) [26].

Debido a que los vectores de campo magnético son todos paralelos a la interfaz, la

condicién de frontera para el campo magnético (1.88) es

n'u

!

EO + EHO - EIO = 0 (194)

Resolviendo el sistema de ecuaciones dado por (1.93)-(1.94) y utilizando la ley de Snell
se obtiene que

B 2cosa sinf . (1.95)
® 7 sin(a + B) cos(a — B) °

" o_ tan(a - ﬁ)

© “tan(a +B) ° (1.96)

conocidas como ecuaciones de Fresnel.
El coeficiente de reflexion complejo para campo eléctrico de luz incidente (polarizacion
TM) es descrito por la ecuacion de Fresnel (1.96) como

iz
Eo

Eo

B tan(a — B)
"= tan(a + f)

) (1.97)

13
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1.1.1 Angulo de Brewster

Para polarizacion tipo TM se observa que no hay onda reflejada cuando los angulos a =

Bya+pB = % Del coeficiente de reflexion (1.97), sia + 8 = % entonces tan(a + ) — o«
y, por lo tanto, , — 0. El caso en que a = 8 los medios son idénticos, mientras que para

a+p= % , el dngulo de Brewster ay se obtiene de la ley de Snell
ag = tan™1 ~ (1.98)
B — n .

1.1.2 Reflexidn total interna

La reflexion interna total (TIR, por sus siglas en inglés) es el fendmeno que se produce
cuando un rayo de luz atraviesa un medio de indice de refraccién n’ menor (aire o agua)
gue el indice de refracciéon n (prisma) en el que éste se encuentra (n > n'). Se refracta
de tal modo que no es capaz de atravesar la superficie entre ambos medios,
propagandose paralelamente a la interfaz [27].

Este fendbmeno sélo se produce para angulos de incidencia superiores a un cierto
valor critico a.. Para angulos mayores, la luz deja de atravesar la superficie con mayor
indice de refraccion y es reflejada internamente de manera total. La reflexion total
interna solamente ocurre en rayos que viajan de un medio de alto indice refractivo hacia

medios de menor indice de refraccion [28].

1.1.3 Angulo critico

El angulo critico o angulo limite también es el &ngulo minimo de incidencia en el cual se
produce la reflexion total interna. El angulo de incidencia se mide respecto a la normal

de la separacién de los medios [27]. El &ngulo critico viene dado por
nl
a. = arcsin (;) (1.99)

donde n y n’ son los indices de refraccién de los medios con n > n'. Esta ecuacion es

una aplicacién de la ley de Snell con un dngulo de refraccién de 90°.

1.1.4 La onda evanescente

La descripcion matematica de la onda evanescente, es el concepto central del sensado

en la espectroscopia de resonancia de plasmones superficiales (SPR). Esto puede ser

14
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explicado considerando el fenédmeno de TIR que ocurre en el campo evanescente de
una superficie reflejante.
Una onda plana electromagnética que se propaga en un medio con indice de

refraccion n puede describirse por un campo eléctrico E como

E = Egexp(iwt — ik - 1) = Egexp(iwt — ik,x — ik,z) (1.100)

donde E, es la amplitud del campo eléctrico, w es la frecuencia angular, k es el vector
de onda, r = (x, y, z) es la posicion del vector e i = vV—1.

La magnitud del vector k esta dada por

k= /k§+k;:n27”=n9 (1.101)
c

Ahora, consideremos la refraccion de esa onda en una interfaz entre dos medios 1y 2
con indices de refraccion n y n', respectivamente (ver Figura 1.2). Sin pérdida de
generalidad, sea la direccién del haz de luz de manera que k, = 0, tal que disminuyamos

una dimension. Para esta situacion, la ley de Snell es vélida
nsina = n'sin (1.102)
0, equivalentemente,
ky =k =k, (1.103)

De las ecuaciones (1.102) y (1.103), la componente del vector de onda k, perpendicular

a la interfaz es

12 2 2m\* nlz i 2
k;,”=n (T) Tz sin“a (1.104)

Supéngase que n > n'. De la ecuacion (1.104) tenemos que sina > %’ con %’ < 0, por

lo que kz/ es imaginaria. Entonces, la ecuacién (1.100) para el medio 2 (n') sélo existe

una onda viajera paralela a la interfaz

E = Eoe—kézeiwt—ikxx (1.105)

1 con la amplitud del campo el eléctrico decayendo exponencialmente a lo largo de la
1

. .. . . ;s 1 .
direccioén z y con una distancia caracteristica o = T Este campo en el medio 2 es
4 zZ

el campo evanescente. De (1.104) puede determinarse su profundidad de

15
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penetracion, siendo del orden de una mitad de longitud de onda. Esto explica la
sensibilidad de interfaz del campo evanescente, es decir, cerca de la interfaz esta
presente un campo evanescente por lo tanto, s6lo un cambio en la propiedad
dieléctrica en la vecindad de la interfaz lo modificard [13]. Por tanto, la reflexion
interna total desde un indice de refraccién de un medio alto a un medio de bajo indice
de refraccién generara un campo evanescente a una determinada longitud de onda
de la luz incidente. La onda evanescente crea un campo evanescente de volumen
fijo donde, cerca de la superficie, el indice de refracciébn promedio determina las
condiciones de reflectividad. Particularmente en una pelicula de metal, los

plasmones superficiales excitados también generan un campo evanescente.

1.2 Ecuacion de dispersion para plasmones

superficiales

La relacion de dispersion para un SP presenta una relacion entre la frecuencia angular w
y el vector de onda k. En esta tesis, se emplean las ecuaciones de Fresnel y de Maxwell
para su determinacién [25].

Como analizamos anteriormente, para cualquier interfaz entre dos medios el
coeficiente de reflexion complejo para campo eléctrico de luz incidente polarizada TM
es descrito por la expresion (1.97), donde E, y Eg son los campos eléctricos incidente y
reflejado, respectivamente, y los angulos a y B’ estan definidos como se muestra en la
Figura 1.2.

La reflectancia R,, (para polarizacion TM), definida como la razon de las intensidades

reflejadas, cumple que

2
R, = |rp| (2.106)

Existen dos casos de interés: 1) a + =§ (dngulo de Brewster, seccion 1.1.1) y 2) si
a—p = % En este caso de (1.97) y (1.106) implica R,, — oo, por lo que hay un Ey' finito

para cada valor pequefio de E,. Esta circunstancia corresponde a la “resonancia”. De

esta relacion entre a y B’ podemos deducir la relacion de dispersién, entonces cosa =
. k !
—sinp’ y tana :k—"= —%. Para los componentes del vector k = (ky, k,) tenemos
Z

enotnces

&
kZ=k%*—k2=k?- kgg (1.107)

16
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I —
] kz_

!

w | e | e? w | &7 (1.108)
c c.Ete

donde ¢y ¢’ son las constantes dieléctricas de los materiales 1y 2, respectivamente. La
ecuacion (1.108) es la ecuacion de dispersion para una interfaz entre dos medios semi-
infinitos.

1.3 Ecuacion de onda para plasmones superficales en

metal

Definimos la geometria de propagaciéon de una guia de onda plana (Figura 1.5) que se

propaga a lo largo de la direccion x, por lo que € = £(2).

Figura 1.5. Definicién de una geometria de guia de onda plana. Las ondas se propagan a lo largo de la
direccién x en un sistema de coordenadas cartesianas [25].

Sustituyendo E = E(z)e'#* en la ecuacion de onda de Helmholtz (1.58) se obtiene que

0%E
572 + (ke —B“)E=0

(1.109)

donde B = k, es la constante de propagacion de la onda viajera.

Para deducir las expresiones de las diferentes componentes de los campos Ey H, se

emplearan las ecuaciones de Faraday (1.3) y Ampere-Maxwell (1.4) cuando % = —iw.

De aqui que
0E, _
o —lwpH, (1.110)
0E, . ,
5y WPE; = iwuH, (1.111)

17
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iPE, = iwuH, (1.112)
J0H
8_zy = iwegeE, (1.113)
0H, . ,
5y [PHz = —iwegek, (1.114)
ifH,, = —iweoeE, (1.115)

Para la polarizacion TM o p (Figura 1.4), donde sdlo los componentes E,, E, y H,, son

diferentes de cero, el sistema de ecuaciones se reduce a

g ;L 0y (1.116)
x weye 0z
B
E, =— H .
L (1.117)

Mientras que la ecuacion de onda para la polarizacion TM es

2

92H
?ZH (k%e — BH, = 0

(1.118)

Para la polarizacion TE o s, donde solo los componentes H,, H, y E,, son diferentes de

cero, (Figura 1.3), el sistema de ecuaciones se reduce a

_ ;L9 (1.119)
x wu 0z
H, = ﬁEy (1.120)
ar

Y la ecuacion de onda respectiva es

2

0“E
asz + (kzs _ ,Bz)Ey =0 (1.121)

18
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1.4 Polaritones de plasmones superficiales en una sola

interfaz

Considérese una interfaz entre un material dieléctrico no absorbente (z > 0) con
constante dieléctrica real e, y un material conductor (z < 0) descrito por una funcion

¢1(w), Figura 1.6. Es decir, Re[e,] < 0.

Onda evanescente
| . - .
Dieléctrico &

X
Metal & (w)

Figura 1.6. Geometria para la propagacion de SPP en una Unica interfaz entre un metal y un dieléctrico
[25].

Considérese las soluciones de onda propagandose en la interfaz, es decir, con un

decaimiento evanescente en la direccién z.

1. Polarizacion TM. De las ecuaciones (1.116) y (1.117) se tiene que para el espacio

dieléctrico (z > 0)

H (Z) — Azeiﬁxe—kzZ (1122)
y
; 1 ifx,—kyz
Ex(Z) = lAzw_gsze e "2 (1123)
E — ’B iBx ,—kyz
(@) = ~Ay - et (1.124)
Mientras que para el metal (z < 0)
Hy(Z) — Aleiﬁxeklz (1-125)
: 1 iBx  kqiz
Ex(Z) = _lAla)_glkle et (1126)
E — 'B iBx  kiz
(2) = —4A; wes etPre (1.127)
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Aplicando la continuidad de H,,, igualando (1.122) y (1.123) y evaluando en z = 0, se

tiene

A, = 4, (1.128)

Para la condicion de continuidad de ¢;E,, igualando (1.123) con (1.126) y evaluando en

lainterffaz z =0

kz__s_z

oo E (1.129)

Dado que para H,, las ecuaciones (1.122) y (1.125) deben satisfacer la ecuacion de onda

(1.118), se tiene que

k12 — BZ _ k02£1 (1130)

k3 =p? —ko’e, (1.131)

La combinacion de (1.129) y (1.130) implican la relacion de dispersion de SPPs

— K €183
B =ko et e, (1.132)

2. Polarizacion TE. De (1.119)-(1.121), las expresiones respectivas para las

propagandose en la interfaz

componentes del campo para el espacio (z > 0) son

Ey(2) = AyetBxekaz

(1.133)
H,(z) = —iA ik eifx=kez (1.134)
X 2(1)/1 2 .
H,(2) = Azﬂeiﬁxe—kzz (1.135)
z wu .
Y para (z < 0)
Ey(z) = A, etfrekr? (1.136)
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. 1 B ke
H,(2) = iA; — k,eF*ek1? (2.137)
wl

H,(z) = Alwﬂﬂeiﬁxeklz (1.138)

Por continuidad de E,,, (1.133) es igual a (1.136), que para z = 0 implica
AZ = Al

Por continuidad de H,., (1.134) esigual a (1.137),que en z = 0 es

Al(kl + kz) =0

Como el confinamiento a la superficie requiere que Re[k,] >0 y Re[k,] > 0, esta
condicion sélo se satisface si A; = 0, y asi también A; = A, = 0. Por lo tanto, no existen
modos superficiales para la polarizacion TE. En conclusion, los polaritones de
plasmones superficiales SPP solo existen para polarizacion TM.

1.5 Sistemas multicapas

Ahora dirigimos nuestra atencién a los SPP en multicapas que consisten en peliculas
Los SPP en multicapas consisten en peliculas delgadas alternas y dieléctricas. En dicho
sistema, cada interfaz individual puede soportar SPP vinculados. Cuando la separacién
entre interfaces adyacentes es comparable o menor que la longitud de decaimiento z
del modo de interfaz, las interacciones entre SPP dan lugar a modos acoplados.
Considérese un sistema de tres capas como el representado en la Figura 1.7: una
delgada capa metdlica (I) intercalada entre dos revestimientos dieléctricos gruesos

(infinitos) (1) y (111), una heteroestructura de aislante/metal/aislante (AMA).

1l Dieléctrico

- 4

Metal
I Dieléctrico

Figura 1.7. Geometria de un sistema con tres capas que consiste en una capa delgada metalica | en
medio de dos espacios semi infinitos dieléctricos Il y IIl.
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En este trabajo nos enfocamos en los modos enlazados de orden mas bajo de TM, es
decir, aquellos que no son oscilatorios en la direccion z normal a las interfaces. De

(1.116)-(1.119), para z > a los componentes del campo son

H, = Aeifxe-kaz (1.139)
E, =iA v kieif*e=ksz (1.140)

— ﬁ ifx ,—k3z
E,=—-A e'PXe™ks (1.141)

WEGE3
Mientras para z < —a obtenemos

H, = Belfxeke (1.142)
E, = —iB v k,eif*eka? (1.143)

E. = —B ifx ,kyz
2 0t e'f*e (1.144)

Es decir, los campos decaen exponencialmente en los revestimientos (Il) y (lll). Por
simplicidad, denotamos la componente del vector de onda perpendicular a las interfaces
como k; = k;,. En la region central —a < z < a, los modos localizados en la interfaz

superior e inferior se acoplan como

Hy = CelBxgkiz + DeiBXo—k1z (1.145)
E, =—iC kieP*ek1Z +ip k,etP*e=kiz (1.146)
WEYE, WEYE,
Ez =C eiﬂxeklz +D eine—klz (1.147)
WEYE, WEYE,

Por continuidad de H,, y E,, (1.139) a (1.141) son iguales a (1.145)-(1.147) en z = a. De

esta forma

Ae k30 = cekia 4 pe—Fkia (1.148)
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ik —k3a—_£k k1a+2k —kia
& 3€ Ty 1€ e 1€ (1.149)

En z = —a se igualan (1.142)-(1.144) con (1.145)-(1.147), evaluando en z = —a, tal que

Be k20 = CeoFia + Dekia (1150)

—Ek ek = —£k e~k +2k elka (1.151)
&, 2 & 1 € 1 .
generandose un sistema lineal de cuatro ecuaciones acopladas. Ademas, H, debe

cumplir la ecuacién de onda (1.118) en las tres regiones distintas

1.152
ki2 =ﬁ2—k55i ( )

parai = 1,2,3. Entonces, resolviendo (1.148)-(1.151) se obtiene una expresion implicita

para la relacion de dispersion que une Sy w por

k
tanh kya = — 2€1 (1.153)
kq&;

De forma similar, existe una ecuacion que describe los modos de paridad vectorial impar

(E,(2) es una funcién par, y H,(z) y E,(z) son funciones impares), que se obtiene al

considerar k1&g, = —kyeq:

_ (—ki&2) _ ki€, (1.154)
(—kz&) ka1

tanh k,a =

Las relaciones de dispersion (1.153) y (1.154) ahora se pueden aplicar a las estructuras
AMA para investigar las propiedades de los modos SPP acoplados en este sistema.

1.6 Simulacion de curva de respuesta SPR de tres capas.

Parte del funcionamiento del sistema SPR implica la reflexion total interna de la luz
(2.99) al interior del prisma (medio 1) cuando hace contacto con la superficie metalica
(medio 2). Considerando que el angulo de transmision entre la onda transmitida y la

normal a la superficie sea recto
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ny . . (1
Octra = n_251n(90,inc) =1, O¢ inc = arcsin|—|, n, < ny. (1.155)

np

donde n; y n, son los indices de refraccion del prisma y del metal, respectivamente.
Para 0 > 0.,

2
coS(0rg) = /1 —5sin?(04) = i (%) sin?(0;,.) — 1, (1.156)
2

gue implica que el campo eléctrico transmitido sera

Etra(r' t) = Eo,tra exp(i(ktra - wtrat))

= EO,tra eXp(i(ktra Sin(gtra) x+ Cos(gtra) Z= wtrat))

(1.157)

2

n;\? |
= EO,tra exp(i(ktra Sin(gtra) X = wtrat)) exp _ktra\/<n_1) sin? (ginc) -1z

Wi W; n 2
= EO,tra exXp i n; ﬂSin(etra) X| = Wirgt ) — Ny o =L sin? (ginc) -1z
c c n,

De la Figura 1.4, las componentes x y z del vector de onda en el prisma (indicado con
el indice pri) son

. wy |
KZ =y (?) sin(6,r4), (1.158)

, w
AR - (?) cos(Opri)- (1.159)

Para que ocurra la excitacion de plasmones superficiales, las componentes sobre el
plano horizontal del vector de onda de la luz incidente en la media esfera de vidrio deben
ser iguales a la relaciéon de dispersiéon de los plasmones superficiales en la interfase
metal/medio 2, dada por (1.132)
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Kz = o, [Esin 6y, = ko |—2 = k (1.160)
x 04/ ©pri pri 0 e +& SPP :

donde las constantes dieléctricas &,,;, & Y &, corresponden al material de la media
esfera (usualmente vidrio), a la pelicula metélica y al aire (o a otro medio distinto). Como
un ejemplo del modelo mas simple, se puede considerar el sistema de tres capas

vidrio/metal/aire, para el que la condiciéon (1.97) se escribe

P n, cos(6;) — n; cos(8;) _ nk(ki,z/ki) - ni(kk,z/kk)
tk " n, cos(6,) + n; cos(6,,) nk(ki,z/ki) + ni(kk_z/kk)

_ (nik; zc/niw) — (nky ¢ /nw) _ (kiz/ni%) — (kiz/mi?)
(ki zc/miw) + (niky o /new)  (kiz/mi?) + (ki z/mic?)

(1.161)
_ (kig/ei®) = (kia/e®)
(ki,z/giz) + (kk,z/gkz)
p_ _,D
Tik = Tk
Por otra parte, la longitud del camino Optico se puede considerar como
npri 2
k1,Zd1 = kldl COS(Bl) = nlkodl 1-— ( ) Sinz(epn')
n
(1.162)
= kodl\/el — n,,,% sin’ (Hpn-)
y la ecuacién de la reflexién total
5 rppn- L+ 10 exp(i(2ky ,dy)) 2
R = |rppri,1,2| = = ; ) (1.163)
1+7,,1m, exp(L(Zkllzdl))
donde
P cos(8;) /n; — cos(8;) /ny
tk = cos(8;) /n; + cos(6;) /ny (1.164)
Mpri sin(ﬁpn-) = n, sin(8;) = n, sin(6,) (1.165)
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ny sin(0y) = ng+/1 — sin?(6y) = nk\/l — N2 sin? (61 /12

(1.166)

= \/nkz — N2 sin?(6,,)

» Jgi - npri2 sin2 (epri) /Si - Jgk - npri2 Sinz (Gpri) /Ek
Tik = ’ (1.167)
\/ei — My sin? (Qpn-) /& + \/ek — Ny sin? (Hp”-) /€

) cos(8pr) /Mpri — \/el — 12 sin?(6,,,) /&1
P

pril — (1.168)

COS(Gpn-) [Ny + \/81 — Ny sinz(ﬁpn-) /€1

Sustituyendo valores en las expresiones (1.163)-(1.168) se obtiene la solucién de la
reflexién del sistema éptico de 3 capas. Los casos que interesan en Plasmonica, cuando

se usan 3 materiales distintos son aquellos donde existen interfases metal/dieléctrico.

1.7 Simulacién de curva de respuesta SPR multicapas.

En la practica, es comun utilizar sistemas de mas de una capa intermedia (entre el
prisma y el medio circundante). Por ello, es necesario contar con un desarrollo tedrico
gue permita calcular la reflexién existente en sistemas con un nimero indeterminado de
capas. Este problema ha sido resuelto con anterioridad por otros autores [21], [22].

En la Figura 1.8 se presenta el caso planteado por Wilford Hansen [21], donde se
consideran N — 1 interfases en z =z, con k = 1,2,...,N — 1, una polarizaciéon TM en

una matriz My, donde z,_1 <z<z, Yz > zy_4

_ ( cos(fy) —iSin(Bk)/Qk)

T \~igye sin(Br) cos(Bx) (1.169)
donde
Ak = Hi / € cos(Bk), i = 1, (1.170)
Ve —n? sin%(6;)
Gk =/ 1/€, cos(6x) = e : (1.1712)
2 2

B = A_:nk [z — z—1] cos(6) = /1—: [z, — Zk—1]\/5k —nf sin®(6;) (1.172)
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Z Zn Z3 ... VAN VAN

Luz reflejada Luz transmitida

-
2

3 |4...N-2[N-1[ N

Luz incidente

Figura 1.8. Sistema de N capas utilizado en mediciones SPR [29].

Una vez obtenidos los elementos de (1.171) y (1.172) para cada matriz con subindice

k, el coeficiente de reflexion para la polarizacién que TM esta dado por

_ (Myy + Mypqn)q1 — (Mzy + Maaqy)

r = , (1.173)
P (Myy + Miaqn)qr — (Myy + Mazqy)
con
N-1
Mi; = <1_[ Mk) , Lj=12 (1.174)
k=2

El resultado buscado se obtiene sustituyendo (1.173) en (1.106). La soluciéon numérica

de las expresiones anteriores permite calcular la respuesta del montaje SPR en

configuraciéon Kretschmann-Raether, empleada en este trabajo de tesis. Los resultados

obtenidos aqui se utilizan para graficar las curvas angulo-reflectancia para un

microscopio SPR.
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Capitulo 2

Interpretacion cuantitativa de la respuesta de los
sensores de resonancia de plasmon superficial a
las peliculas adsorbidas

Se presenta un formalismo matematico simple pero cuantitativo para la
interpretacion de sefiales SPR de peliculas adsorbidas de una amplia variedad de
estructuras. Se puede utilizar para estimar espesores de pelicula adsorbida, coberturas
de superficie o concentraciones de superficie a partir de la respuesta SPR en todo el

rango de espesores de pelicula.

2.1 Respuesta de SPR a soluciones en bulto: gréaficos de
calibracion

En el capitulo 1, se propuso un modelo para calcular la reflectancia contra angulo
incidente en un sistema SPR de 3 capas, el cual ha sido utilizado para conseguir una
simulacion de la respuesta del sensor SPR para un sistema vidrio/oro/agua mostrada

en la Figura 2.1.
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100 T T T

95 - 6min = 55.44°| 1

Reflectancia R (%)

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
Angulo 0 (°)

Figura 2.1 Simulacién de curva SPR convencional de escaneo de intensidad vs. angulo. La curva mostrada
fue calculada usando las ecuaciones de Fresnel para 3 capas (Vidrio/Oro/Agua).

La respuesta del sensor SPR esta caracterizada por el cambio en el angulo (0s,, )

donde ocurre la minima reflectancia de la curva SPR, llamado angulo SPR. El cambio
de dicho angulo (Afs,,) esta asociada con los cambios en el indice de refraccion del
medio An, el cual se encuentra en contacto directo con la superficie metalica del
dispositivo SPR [12]. En la Figura 2.2 se muestran los diferentes angulos SPR hallados
en la simulacién anterior, contra el indice de refraccién que le corresponde a cada
sistema. Los &ngulos SPR obtenidos se muestran en la Tabla 2.1y Tabla 2.2 en funcién
del indice de refraccion, los Rl que van de 1.333 hasta 1.3606 corresponden a siete
disoluciones de etanol-agua como funcién de su concentracion (Tabla 2.1), mientras
que los RI de 1.3706 hasta 1.4201 corresponden a seis disoluciones de sacarosa-agua
a diferentes concentraciones (Tabla 2.2). En estas tablas se clasifican la
concentraciones en porcentaje de masa (% masa), refiriéndose a esto como la masa del
soluto dividido por la masa total de la solucién [30].

Los cddigos utilizados para predecir las curvas SPR de este capitulo se
encuentran disponibles en un repositorio de Github (hacer click o dirigirse a

https://github.com/karenrmedel/Curvas_SPR_de_Calibracion_3_Capas).
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Reflectancia (%)
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65
60
55

0
45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61

los sensores de resonancia de plasmén

n=1.333, 0 =5546°
min
n=1336, 0 =556775
min
n=1.33956 = 5593°
min
n=1.3440,0 = 56.26°
min
n=1.3469, 6 = 56.4725°
min
n=1.35110__=56.785°
min
n=1.3606,0 = 62375
min
n=13706,6 =575
min
n=1.3812,0 =58.27°
min
n=1.3922,6 =59.105°
min
n=1.4038,0__ =59.995°
min
n=1411846__ =60.9625°
min
n=14201,0__ =61.6475°
min

NN

62 63 64 65 66 67 68 69

70

Figura 2.2 Simulacion de las curvas SPR convencionales de escaneo de intensidad vs. angulo a
diferentes indices de refraccion.

Tabla 2.1 Angulo SPR obtenido mediante el modelo de Fresnel para 3 capas en un sistema SPR para

siete soluciones etanol-agua con diferentes concentraciones y su correspondiente indices de refraccion

[30].

% Masa para etanol

indice de refraccion (R.U)

Angulo SPR (°)

0.5

10.0
16.0
20.0
26.0
46.0

1.333

1.336

1.3395
1.3440
1.3469
1.3511
1.3606

55.46
55.67
55.93
56.26
56.47
56.78
62.37
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Tabla 2.2 Angulo SPR obtenido mediante el modelo de Fresnel para 3 capas en un sistema SPR para siete

soluciones sacarosa-agua con diferentes concentraciones y su correspondiente indices de refraccion [30].

% Masa para sacarosa indice de refraccion (R.U) Angulo SPR (°)
240 13706 5750
20.0 1.3812 58.27
36.0 1.3922 59.10
42.0 1.4038 59.99
46.0 1.4118 60.96
50.0 1.4201 61.64

El angulo del minimo 6, de las curvas SPR se puede graficar en funcion del
indice de refracciébn n de la disoluciébn en contacto con la pelicula de oro, para las
variadas disoluciones binarias utilizadas en las tablas anteriores (sacarosa/agua,
etanol/agua), cada una con un rango de concentraciones. Para estas disoluciones, el
cambio en el angulo minimo SPR (Ad,,,) debido a las diferencias en la adsorcion entre
las diferentes disoluciones debe ser muy pequefio en comparacién con los cambios
medidos, que estdn dominados por cambios en el indice de refraccion de estas
disoluciones. La respuesta en todos los casos es bastante lineal en un rango angulos
SPR lo suficientemente estrecho de indices de refraccion (n = 1.333 a 1.340), pero se
presenta una no linealidad al variar el rango de indice mas amplio disponible (n =
1.333 a1.4201) (Figura 2.3). Por lo tanto, en un rango estrecho de RI, la respuesta a los
cambios en el indice de refraccion, en ausencia de adsorcion de la disolucion, se puede

aproximar de manera lineal como:

Rspr = mAn = m(Npimar — Niniciar) (2.1)

La magnitud de la pendiente local, m, en cualquier pequefio rango de indices de
refraccidon puede considerarse como un “factor de sensibilidad” para el sensor. Las
unidades en esta pendiente son la "unidad de indice de refraccion" o RIU (por sus siglas
en inglés). Si bien esto es innecesario ya que el indice de refraccion realmente no tiene
unidades, creemos que hace que el documento sea mas facil de seguir. El factor de

sensibilidad obtenido para la Figura 2.3 inserta es igual a 72.4178 RIU.
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Figura 2.3 Respuesta SPR simulada (angulo minimo en la intensidad de la luz reflejada) versus el
indice de refraccion (n) de las disoluciones en contacto con la superficie de la sonda SPR de oro. La
figura inserta es la respuesta SPR simulada, excepto en un rango estrecho de n cerca del del agua
(1.330).

Como se describe con mas detalle a continuacioén, la curvatura en dichos graficos de
calibracion podria incorporarse explicitamente en una ecuacion polinomial de bajo
orden, por ejemplo, agregando un segundo término a la ecuacién (2.1), m, An?, que

seria insignificante para An pequefio:

RSPR = my An + m, An2 (22)

2.2 Cdlculo de la respuesta SPR a las peliculas

adsorbidas

2.2.1 Larespuesta SPR de una sola capa de espesor uniforme

En la Figura 2.4 consideramos la estructura de una bicapa idealizada, en donde una

capa de espesor uniforme (d) e indice de refraccion (n,) es adsorbida en la superficie
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metalica de oro de un sensor SPR (Au/vidrio). Por encima de esta capa de adsorbato
hay una disolucion liquida en bulto de indice n,. ¢ Cuél deberia ser la respuesta SPR

para tal estructura?

Solucién en Bulto n = n;

Adsorbaton = n,

METAL (Au)

Figura 2.4 Diagrama esquematico de una estructura bicapa que implica un adsorbato a de espesor de
indice de refraccion n, directamente sobre la superficie del sensor SPR, sobre la cual se encuentra la
disolucion s, de indice de refraccion ng [12].

En este caso definimos la respuesta SPR, Rspr, cOmo el cambio en el angulo
(A#) del minimo de la curva SPR en la intensidad de luz reflejada asociada con esta
adsorcion a partir del metal limpio en contacto con la misma solucién en bulto, sin capa

intermedia. El indice efectivo de refraccion para la bicapa, n.s, es el promedio

ponderado del absorbato n, y la disolucion ng, entonces se podria estimar la respuesta
a la adsorcion (por ejemplo, el cambio en la posicion del 6,,, después de la adsorcion

del adsorbato) usando la ecuacion de respuesta lineal (2.1). Por lo tanto, la respuesta
SPR estimada seria

Rspr = m(neff - ns) (2.3)

Rspp = ml(neff - ns) +m2(neff - ns)z (2.4)

dependiendo de si uno esta usando la grafica de calibracion lineal o cuadratica. En las
ecuaciones (2.3) y (2.4) , n.sr debe ser el promedio ponderado de n, mas n,. Dado que
la luz se esta utilizando para sondear este indice de refraccion, es natural suponer que
el factor de ponderacion adecuado en cada punto de la estructura de la bicapa debe ser
proporcional a la intensidad de la luz en ese punto. EI campo electromagnético

evanescente decae exponencialmente en este medio con una longitud de decaimiento

caracteristica, Ki = l;, de ~25-50% de la longitud de onda de la luz [12].

Z

La irradiancia es proporcional al cuadro de la amplitud del campo, tal que decae con la
altura z sobre la superficie del metal como [exp (—z / I;)]*. Por lo tanto, el factor de

ponderacion adecuado para calcular este indice de refraccion promedio debe ser
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exp (—2z / l3)] [31]. Por lo tanto, el indice efectivo de refraccion se calcula promediando
el indice de refraccion sobre la profundidad de toda la estructura de la bicapa, siempre
ponderando el indice local con este factor. Por lo tanto, este promedio se calcula con la
integral de profundidad, dado por

Nepp = (%) J:on(z) [exp (—?—j)] dz (2.5)

donde n(z) es el indice de refraccion a la altura z. Esta ecuacion no se limita a la
estructura de doble capa y deberia ser generalmente Util incluso para estructuras
multicapa mucho mas complejas.

Para la estructura bicapa de la Figura 2.4, n(z) =ngenlaregion 0 <z <d, y

n(z) = ng parad <z < o. Tomando la ecuacion (2.5) obtenemos

2d
Nepr = Ng + (Ng — 1) [1 —exp (— E)] (2.6)
Si se utiliza una gréfica de calibracién lineal de respuesta versus indice de refraccion

(RI) en bulto, entonces se aplica la ecuacion (2.3) y al sustituir la ecuacion (2.6) por n.ss

se obtiene la respuesta del sensor para el modelo bicapa.

Rspr = m(neff — ng) = m(ng —ng) [1 —exp (— %)] (2.7
El desarrollo anterior supuso que la respuesta SPR era proporcional al cambio en el
indice de refraccion global en el rango entre n; y n.¢¢. Si este no es el caso, se puede
usar la curva de calibracion no lineal mas compleja, la ecuacién (2.2), para reemplazar
la ecuacién (2.1) para soluciones a granel, en cuyo caso la respuesta a una capa
adsorbida viene dada por la ecuacion (2.4). Tras la sustitucién de la ecuacion (2.6) por
el indice de refraccion efectivo de la bicapa en la ecuacion (2.4), tenemos

2

Rspr = my(ng — ny) [1 —exp (‘%)] +m; {(na — ng) [1 —exp (— %)]} (2.8)

Las constantes m; y m, se determinarian a partir de la curva de calibracion, ajustando
la respuesta al indice de soluciones a granel con la ecuacion cuadratica (2.2).

La ecuacioén (2.8) debe usarse en lugar de la ecuacion (2.7) siempre que haya una no
linealidad sustancial en la respuesta SPR a los cambios en el indice de refraccion global

en el rango entre ng y n.¢¢, que generalmente ocurre cuando su diferencia es grande.
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2.2.2 Estimacion del espesor de la pelicula de adsorbato a partir

de larespuesta SPR medida

Las ecuaciones (2.7) y (2.8) se pueden usar para estimar el espesor de un adsorbato a
partir de una respuesta SPR medida, asi como para predecir la respuesta de una
determinada estructura de adsorbato. Tenga en cuenta que el factor sensibilidad m en
dichas ecuaciones se determina primero a partir de las curvas de calibracion utilizando
soluciones en bulto de etanol/agua tal como lo haremos en la presente tesis. El indice
de refraccion de la disolucion en bulto, ng, puede obtenerse de mediciones anteriores
[32] o medidas, como se ha hecho en un refractometro. A continuacion, presentamos
métodos para estimar n, si no puede determinarse por estos métodos. Las ecuaciones
(2.7) y (2.8) anteriores se puede usar para predecir la respuesta SPR de un adsorbato
de cierto espesor o, por el contrario, para estimar el espesor del adsorbato a partir de la
respuesta SPR medida. Las ecuaciones se pueden reorganizar para encontrar el

espesor d del adsorbato

d= —(%‘1) ln(l - g;’;i) 2.9)

donde R,,,, €s la respuesta maxima que se mediria para un adsorbato infinitamente

grueso, o

Rinax = m(ng — ns) (2.10)

Notemos que R,,,, podria medirse directamente en algunos casos, pero en la
mayoria de los casos (tales como proteina o adsorcién de monocapas de tioles) sélo se
calcula a partir de la ecuacién (2.10) como la pendiente de calibraciébn m veces la
diferencia entre los indices de refraccion del adsorbato y solvente.

En el caso especial donde el espesor de adsorbato d « [, la ecuacion (2.9) se

reduce a

=32 - (3 ] @1

asi que la respuesta es directamente proporcional al espesor del adsorbato. Esto es lo
gue llamaremos el "régimen de respuesta lineal" y que usaremos en este trabajo de
investigacion. Se ha predicho y observado la respuesta lineal al espesor de la pelicula
o la cobertura de la superficie de adsorbato en muchos articulos de investigacion donde

el adsorbato no era demasiado grueso [33], [34], [35].
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2.2.3 Estimacién de la cobertura de adsorbato a partir de la

respuesta SPR medida

Una vez que hemos estimado el espesor promedio, d, de un adsorbato uniformemente
extendido mediante el procedimiento anterior, se puede convertir esto a la concentracion
superficial, T', en moléculas por unidad de area (cm?). El factor de conversion es solo la
densidad numérica en bulto del adsorbato, N, en unidades de moléculas por unidad de

volumen (cm?3) [12]

(moléculas moléculas)

)= d(cm) x N ( (2.12)

cm? cm3

La densidad numérica del adsorbato, N, puede calcularse a partir de la densidad del
adsorbato, p en unidades de g/cm3, simplemente dividiendo por el peso molecular y
multiplicando por el nUmero de Avogadro.

2.2.4 Estimacion del indice de refraccion de un adsorbato.

¢ Como se determina n,, el Rl del adsorbato? Si el adsorbato es una molécula que
puede suponerse relativamente poco perturbada tras la adsorcion, el valor apropiado
para n, es solo el indice de refraccion de la molécula en forma pura y condensada, que
también se puede encontrar [32] o medir. La mayoria de las proteinas, por ejemplo,
tienen un indice de refraccion cercano a 1.6 [19], y no se espera que esto se perturbe
mucho después de la adsorcién, ya que la molécula es tan grande en relacion con la
fraccion que realmente se uniria a la superficie.

Un método mas complejo para estimar indices de refraccién se basa en la

ecuacion de Clausius-Mossotti, que para una muestra de compuesto puro j es [12]

2
w1 N4
nf+2 36

(2.13)

Aqui n; es su indice de refraccion (RI), €, es la permitividad del vacio, N;, es la
densidad numérica (nimero de moléculas de j por unidad de volumen en j puro), y A;

es la polarizacion dependiente de la frecuencia de la molécula. Primero consideremos

una disolucion fluida. Para una mezcla de compuesto j con k, cada uno con densidades

numéricas N; y Nj, se puede estimar el indice de refraccion de la disolucion, ng,,
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usando la misma formula, pero reemplazando n; con n,,,, Y NjA; con la suma N;A; +
NAy. Sila disolucion es ideal, entonces N; = f].ijo, donde f; es la fraccién de volumen

de j (es decir, la fraccion de su volumen ocupado por j), y lo mismo para k. El uso de la
ecuacion (2.13) para expresar A; y A, en términos de n; y n;, respectivamente, da la

ecuacion de Lorenz-Lorentz [19]

2 2 2
Ngoin — 1 nji —1 ng — 1
nZ, + 2 J; [n]z + 2 Ji nz + 2 (2.14)

Esto resulta para dar una variacion casi lineal en el Rl de la disolucion con la
fraccion de su volumen ocupado por k, de modo que lo siguiente se cumple dentro de

un pequefio porcentaje cuando n; y n estan dentro del rango habitual de las aplicaciones

SPR (de 1.33 a 1.6)
Nsoim = finj + fute = fi(nj —ng) +my (2.15)

La ecuacion (2.14) se puede aplicar para determinar el Rl de las moléculas
midiendo la contribucién que hacen al Rl de una solucién en bulto.

También se puede medir n, en casos en los que se pueden anclar adsorbatos
muy gruesos. Simplemente midiendo la respuesta maxima para un espesor infinito y se
puede aplicar (2.10). Como se conoce la pendiente de la gréafica de calibracion, m, y el

RI del solvente es conocido, se puede resolver para n,.

2.2.5 Estimacién de la longitud de decaimiento del campo

electromagnético evanescente.

La longitud de decaimiento del campo electromagnético evanescente, l;, €S un
parametro clave en estos calculos. La profundidad de la sonda (campo eléctrico
evanescente) de la técnica SPR es la mitad de decaimiento de la longitud de onda de la
luz incidente. Una estimacién aproximada pero razonable es que [; es igual a 37 + 13%
de la longitud de onda de la luz incidente en el minimo SPR, A.

Una estimacién mas precisa de [; proviene de las ecuaciones de Maxwell

A A
21 2n

2 ~
neff Emetal
neff Emetal

” 2 (2.16)
Re {— S} § — }
ngff + gmetal

1
2
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donde &,,.:4; €S la constante dieléctrica compleja del metal a esa longitud de onda [36]
y nesr €s el indice efectivo de refraccion de la muestra bajo estudio.

Debe recordarse que el uso de un solo valor de l; a través de la profundidad de la sonda
es realmente una aproximacion en las estructuras bicapa y multicapa, ya que su valor
depende localmente del RI del medio local. Tal dependencia local podria incorporarse
facilmente en la ecuacién (2.5). Sin embargo, no es necesaria para la mayoria de las
aplicaciones ya que 1) [; varia solo débilmente con Rl y 2) los espesores de los

adsorbatos son tipicamente pequefios en comparacién con ;.

2.2.6 Larespuesta SPR de las estructuras de pelicula multicapa

En aplicaciones de sensores SPR, es comln tener una estructura de tres capas del tipo
representado en la Figura 2.5, donde el adsorbato b se usa para unir un receptor
selectivo a la superficie del metal, y el adsorbato a es el analito que posteriormente se
une a la luego de la disolucién s. Este modelo permite que se pueda tener una estructura
multicapa con varias sustancias diferentes.

Solucién en Bulton = n;

zZ= da + db
Adsorbaton = n,
z = db
Adsorbaton = n,,
z=0

METAL (Au)

Figura 2.5 Diagrama esquematico de la estructura de tres capas que involucra una capa de pre-adsorbato
b de espesor d;, que funcionaliza directamente la superficie metélica del sensor SPR, sobre la cual hay
una segunda capa de adsorbato a de espesor d,, y finalmente la disolucién s en bulto.

Estimar la respuesta SPR a tales estructuras multicapa es una extension de las
ecuaciones (2.7) y (2.8). Nuevamente, se usa la ecuacion (2.5) para calcular un indice
de refraccion promedio ponderado adecuadamente para la estructura multicapa y se

sustituye en las ecuaciones (2.3) y (2.4). Para el modelo tri-capa de la Figura 2.5

2d, 2d, 2(d, +dy)
Nepr = Ny [1 — exp (— l_)] + ngjyexp (— l_) —exp T
d d d

2(d, + dy) (2.17)

+ ngexp [— ;
d
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Cuando se sustituye en la ecuacion de respuesta SPR estimada (2.3), esto nos
da

2d, 2d,,
ARspp = m(ng, —ng) |1 —exp (— ?ﬂ exp (—?) (2.18)

para la respuesta SPR a la adicion de la pelicula de analito, a. Aqui, AR se define como
la respuesta SPR so6lo a la adicion de a, después de que b ya estaba presente, y m es
la pendiente de la grafica de calibracion, tomada en este rango de n.sr. Observe la

similitud de esta expresion con la ecuacién (2.7): Difieren solo por el factor de escala
adicional de exp (— Z[ﬂ) en la ecuacion (2.18). Es decir, la respuesta SPR al agregar un
d

adsorbato a es igual que en el caso mas simple de la especie a sola, excepto que su
magnitud se reduce en este factor debido a la capa intermedia del adsorbato b.

2.3 Prediccion de los cambios de intensidad de luz

reflejada de las curvas SPR calculadas

Las curvas de reflectividad en la Figura 2.6 se calcularon utilizando un modelo de un
medio estratificado de n fases basado en los célculos de Fresnel de Hansen [21]. El
modelo es una pila de dieléctricos que consiste en una capa de solucion infinitamente
gruesa con indice de refraccion fijo en contacto con una pelicula de oro de 47 nm de
espesor acoplado a un prisma de vidrio SF14 iluminado por un haz de HeNe laser
estabilizado en potencia (1 = 632.8 nm) [12]. Las curvas que se muestran corresponden
a la respuesta de dos disoluciones globales cuyos indices de refraccién son 1.3330
(agua, curva negra) y 1.3342 (etanol-agua, curva gris), una diferencia de 0.0012.
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Figura 2.6 Curvas de reflectividad SPR predichas a partir de célculos de Fresnel. Se utilizé un modelo de
pila dieléctrica para calcular las respuestas para capas infinitamente gruesas de indices de refraccion
1.3330 y 1.3342 en contacto con una pelicula de oro de 47 nm de espesor en un prisma SF14 iluminado
por una luz de longitud de onda de 632.8 nm. De [37].

Ambas curvas en la Figura 2.6 muestran una caida caracteristica en la
intensidad reflejada debido al acoplamiento entre la luz incidente y los plasmones
superficiales que se propagan en la interfaz pelicula metalica/dieléctrico. EI minimo de
la curva de reflectividad (curva SPR) tiene un 6, caracteristico y cambia a un angulo
mayor cuando aumenta el indice de refraccion de la solucion en bulto en contacto con
la pelicula metélica. Las lineas negras verticales en la Figura 2.6 indican los rangos de
angulo sobre los cuales hay regiones anchas y casi lineales a ambos lados de este
minimo donde la magnitud de la pendiente (intensidad reflejada versus angulo de
incidencia) es casi constante cerca de su valor maximo. En la discusion a continuacion,
nos referiremos a estos rangos donde la pendiente es grande y permanece constante
(£9%) como "regiones lineales" o0 "angulos de alto contraste". Cuando la curva SPR
se mueve a a&ngulos mas altos debido al aumento del indice de refraccion, hay un cambio
en la intensidad de luz reflejada Al, medida en ambas regiones lineales (izquierda y
derecha) como se muestra por las flechas. Si los dngulos de incidencia/deteccion se fija
en un angulo (&ngulo de alto contraste) en la region lineal en el lado izquierdo del minimo
de la curva (por ejemplo, 54.6°), se observa un aumento en la intensidad de la luz

reflejada a medida que el minimo cambia a &ngulos mas altos.
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Las curvas SPR de la Figura 2.6 se repiten para un rango de angulo de
incidencia mayor en la Figura 2.7. También se grafica la diferencia entre las curvas SPR
trazadas en una escala expandida, la cual muestra el cambio de la magnitud de la
intensidad de la luz reflejada AR cuando la curva SPR cambia a &ngulos mayores debido
al aumento en el indice de refraccion de la capa adyacente a la superficie de la pelicula
de oro. El cambio del indice de refraccion de An = 0.0012 0 0.09% produce un aumento
de intensidad al angulo fijo o de sensado 54.6° de Al = 4.8% y una disminucion de
intensidad de 2.8% a 56.3° (region lineal derecha), otra vez en unidades de reflectividad

absoluta, no relativa.
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Figura 2.7 Curvas de reflectividad SPR calculadas (linea negra n = 1.3330 y linea gris n = 1.3342) y la
curva de diferencia resultante (circulos negros) trazada en una escala expandida. Las curvas de
reflectividad son las curvas de la Figura 2.6 trazadas para un rango de angulo mayor. La curva de diferencia
para las curvas de reflectividad muestra la magnitud de los cambios de intensidad de luz debido al aumento
en el indice de refraccién de la capa adyacente a la superficie de oro en el modelo utilizado para los célculos
(eje derecho). De [37].

Se calcularon curvas de diferencia similares (en relacién con un indice de
refraccion del agua 1.3330) para una serie de disoluciones con indices de refraccion
cada vez mayores (Tabla 2.1 y Tabla 2.2). Los angulos de las regiones lineales de la
curva SPR (para un indice de refraccion de 1.3330) en la Figura 2.6 se seleccionaron
y utilizaron para encontrar los cambios de intensidad reflejados correspondientes a
esas otras curvas.

El valor absoluto del cambio en la intensidad reflejada Al medida versus el

cambio en el indice de refraccion en bulto para dos &ngulos fijos de alto del alto

41



CAPITULO 2 Interpretacién cuantitativa de la respuesta de los sensores de resonancia de plasmon
superficial a las peliculas adsorbidas.

contraste (seleccionados de ambos lados de la curva de reflectividad SPR versus
angulo) se muestran en la Figura 2.7. El angulo de alto contrastes en la region lineal
izquierda fue de 54.6 °C y para la region lineal derecha de 56.1 °C. La relacion es lineal
para la intensidad cambios de menos del 20% (izquierda) y 10% (derecha) para
angulos de alto contraste por debajo y por encima de la resonancia SPR,
respectivamente. La relacion lineal inicial es una consecuencia natural de la forma
lineal de la curva SPR en estos &ngulos de alto contraste como se destaca por las

lineas negras continuas en la Figura 2.6.
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Figura 2.8 Relacion calculada (simbolos abiertos) y medida (circulos rellenos) entre los cambios
absolutos en la intensidad reflejada y los cambios en el indice de refraccién global en dngulos en las
regiones casi lineales en los lados izquierdo y derecho de la curva de reflectividad SPR minima. Los
cambios calculados son para angulos incidentes de 54.6° (o) y 56.1 ° (A) en los lados izquierdo y derecho,
respectivamente. La curva medida (e) y la curva predicha de las ecuaciones de Fresnel concuerdan bien.
De [37].

Ambas curvas en la Figura 2.8 se vuelven no lineales para cambios mayores en el
indice de refraccién. A 54.6 ° (lado izquierdo), la intensidad eventualmente se satura
como se esperaba debido a la saturacién de intensidad a medida que uno se mueve
hacia la izquierda en la curva de intensidad/angulo SPR de la Figura 2.7. A 56.1° (lado
derecho), el valor absoluto del cambio de intensidad (negativo aqui) se satura y luego
disminuye en la Figura 2.7, como se esperaba a medida que uno se mueve de derecha a
izquierda en la curva de intensidad/angulo SPR de la Figura 2.6, pasando por el minimo.

En base a los resultados anteriores, en la presente tesis se hara un analisis de
la region lineal del lado izquierdo de la curva de intensidad reflejada vs &ngulo o curva
SPR. Eligiendo el angulo de alto contraste a 20% de la intensidad reflejada de la curva

de la curva SPR respecto al angulo minimo 6, .
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2.3.1 Relacion entre los cambios en la intensidad de la luz

reflejada y los cambios de angulo

Como se muestra arriba, el cambio de intensidad (AI) medido en un angulo de
alto contraste es directamente proporcional al cambio en el indice de refraccion de la
disolucion cerca de la superficie del sensor SPR, para pequefios cambios:

Al = s(An) = s(Miniciat — nfinal) (2.19)

donde s es la constante de proporcionalidad. En un rango de indice de refraccion

estrecho y en ausencia de absorcién, se mostré que
ABspr = m(An) = m(Miniciar — nfinal) (2.20)

donde A@,,;, es el desplazamiento del angulo de resonancia SPR medido y n es el indice
de refraccion de la solucion cerca de la superficie del sensor. Como se muestra
esquematicamente en la Figura 2.6, para una region lineal de una curva SPR tipica con
pendiente M (porcentaje de intensidad reflejada por grado), un diferencial de

desplazamiento en el angulo minimo SPR (6,,) expresado por d@spr Causard un

SPR
cambio diferencial proporcional en el porcentaje de intensidad de luz reflejada en un

angulo de alto contraste dado 0;, dado por

Para un rango finito de cambio en 6,,,,, esto se puede expresar como

Al'= MAOspg (2.22)

La combinacion de las ecuaciones (2.20) y (2.22) da
Al = MmAn = sAn (2.23)

la misma relacién proporcional que la ecuacién (2.19), con s = Mm. La pendiente, s,
puede considerarse el factor de sensibilidad para el sistema de microscopio SPR,
determinado facilmente por un grafico de calibracién de Al versus indice de refraccion

en bulto.
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2.3.2 Prediccién de la respuesta de intensidad del microscopio

SPR ala adsorcién de pelicula delgada

Ahora, usamos esta proporcionalidad para derivar una relacién simple entre el
cambio de intensidad medido en la microscopia SPR debido a la adsorcién de la
disolucién liquida sobre la superficie del sensor y el espesor o la cobertura de la pelicula
del adsorbato (masa por unidad de &rea). Anteriormente, se mostrd que, en la
espectroscopia SPR, el cambio en el angulo minimo SPR debido a la adsorcién viene

dado por

AOspr = MAnggs (2.24)

donde m es la pendiente de la gréafica de calibracién (ver ecuacion (2.20)) utilizada para
encontrar el factor de sensibilidad del sistema 6ptico SPR y el indice de refracciéon

efectivo n.sr del material en contacto con la superficie metalica activa del sustrato SPR.

La sustitucion de la ecuacion (2.24) en la ecuacion (2.23) da
Al = MmAneff = SATleff (225)

Tenga en cuenta que s es la pendiente de la grafica de calibracion de AI versus
An.sr medida al monitorear la respuesta del instrumento SPR (intensidad de luz
reflejada en un angulo de alto contraste) a los cambios del indice de refraccion en bulto
(cuando la adsorcién es insignificante), exactamente como se hizo en Figura 2.8. Por lo
tanto, medir Al permite una medicion directa de An,sr = Al/s.

Cuando se mide An,s, en el caso de adsorbato que se adsorbe en la superficie
del sensor SPR, se puede usar su valor para determinar el espesor efectivo de la
pelicula y la cobertura absoluta (g/cm?) en la superficie. Sustituyendo en la ecuacion

(2.25) la expresion en ecuacion (2.5) para n.s da

Angpr = g = (£> J:o An(z) [exp (— ?)] dz (2.26)

la d
donde AI es la medicion de la intensidad reflejada en angulo de alto contraste, An(z) es
el cambio en el indice de refraccion promediado por area a la distancia z de la superficie,
y s es el factor de sensibilidad del microscopio SPR. Para el caso especial de que Al se
mide entre un tiempo inicial con la superficie en disolucién de indice de refraccion n, y
sin adsorbato y un tiempo final con una pelicula adsorbida de espesor d (mucho menor

que l,) e indice de refraccion n,, entonces esta integral simplifica para dar
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Al 2
Anepr =—= (E> (na —ns) (2.27)

2.3.3 Estimacién del espesor del adsorbato y la cobertura de la

superficie a partir de los cambios de intensidad

Para obtener el espesor efectivo de la pelicula adsorbida retomamos el resultado
obtenido de n.f para un sistema bicapa en la ecuacion (2.6) y lo sustituimos en la

ecuacion (2.27). De esta manera, el cambio de intensidad sera

2d

Al = s(ng — ng) [1 —exp (— l—)] (2.28)
d

Tomando en cuenta un espesor lo suficientemente pequefio podemos simplificar la

expresion (2.28). Obteniendo la ecuacidon para el espesor efectivo

-Gl

La ecuacion (2.29) también se aplica cada vez que el adsorbato se une a una superficie
que fue recubierta previamente con otra pelicula. Cuando la pelicula de adsorbato es
rugosa o porosa (por ejemplo, intercalada con solvente), este espesor d se refiere al
"espesor efectivo", es decir, el espesor que tendria el mismo nimero de moléculas de
adsorbato por unidad de area si se adsorbe en una pelicula plana de espesor uniforme

de adsorbato puro a la misma densidad a la que se refiere el valor n,.
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Capitulo 3

Metodologia experimental parainmunoensayos

Los inmunoensayos (IA) desempefian un papel fundamental en diversos entornos
bioanaliticos, como el diagnéstico clinico, el analisis biofarmacéutico, la vigilancia
ambiental, la seguridad y las pruebas alimentarias. Durante tres decadas, se ha
desarrollado una amplia gama de IA para proporcionar la deteccidon cuantitativa,
semicuantitativa o cualitativa de analitos. La deteccién precisa de analitos en las
primeras etapas es un requisito esencial para que todos los entornos bioanaliticos
controlen y gestionen de forma eficaz la calidad de los medicamentos biofarmacéuticos,
los alimentos y el medio ambiente [38].

Las plataformas de biodeteccién y diagnéstico con alta sensibilidad, especificidad y
tiempo de respuesta rapido se basan en biomoléculas inmovilizadas como anticuerpos
(Abs), aptameros, enzimas, acidos nucleicos, receptores y células completas para la
deteccion de analitos diana. Dichas biomoléculas de deteccion deben unirse a la
superficie de un transductor de sefial con una propiedad quimica, eléctrica u 6ptica
especifica requerida [39]. El evento de reconocimiento biolégico genera una sefal
cuantificable, que se equipara a la cantidad o concentracion del analito. Por lo tanto, la
inmovilizacion de biomoléculas juega un papel crucial para lograr una alta sensibilidad
y selectividad con una vida util prolongada del dispositivo. Los materiales del sustrato
como electrodos, placas de microtitulacion, nanoparticulas, nanotubos, grafeno, etc.,
para la inmovilizacion de biomoléculas deben modificarse en su superficie mediante
grupos funcionales tal que se unan a biomoléculas, alta actividad, buena orientacién y
excelente estabilidad a largo plazo [40].

El desarrollo de biosensores con diferentes alternativas en su metodologia a los
sistemas de inmunoandlisis clasicos, se ha llevado a cabo debido a la necesidad de
andlisis rapidos, con manejo sencillo y bajo costo. A partir de sus inicios, la tecnologia
en biosensores ha destacado en su aplicaciéon para el inmunoandlisis, de manera que
en la actualidad los inmunosensores representan una herramienta muy importante en

diversas areas.
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3.1 Biosensores

Un biosensor electroquimico se define como un dispositivo integrado autbnomo que es
capaz de proporcionar informacién analitica cuantitativa 0 semicuantitativa especifica
utilizando un elemento de reconocimiento biolégico (receptor bioquimico) que se retiene

en contacto espacial directo con un elemento de transduccién electroguimica [2].

Figura 3.1 Esquema basico de un biosensor. 1) Transductor; 2) Elemento de reconocimiento biolégico;
3) Muestra [39].

En la Figura 3.1 se muestra un esquema general del funcionamiento de un biosensor.
Como resultado de la interaccion especifica entre el analito y el bioreceptor se produce
una variacion de las propiedades fisicoguimicas en la interfase entre el bioreceptor (2)
y el transductor (1), cuya sefial se cuantifica mediante un sistema electrénico de

adquisicion, amplificacion y procesado de datos [41-44].

En la fabricacion de biosensores se deben considerar diferentes caracteristicas que
incluyen no solo a la eleccion del transductor y el bioreceptor, sino también al disefio de
sistemas fluidicos, la quimica de inmovilizacién de biomoléculas en la superficie del
sensor, el disefio de los ensayos y el analisis de los datos. La adecuada seleccién del
bioreceptor y del transductor es la tarea mas importante para el éxito del desarrollo del
dispositivo ya que determina la selectividad y sensibilidad del sensor. La eleccién del
tipo de elemento de reconocimiento determina cudl sera la variacion en las propiedades
fisicoquimicas que ocurran debido a la interaccion con el analito, las cuales deben ser

aprovechadas 6ptimamente por el transductor.

3.1.1 Tipo de biosensores

Existe gran variedad de posibles combinaciones entre los elementos de reconocimiento
biolégico y sistemas de transduccion para un biosensor, elegida de acuerdo a la
aplicacion. Pueden clasificarse segun su i) bioreceptor y segun su ii) transductor.

i) Atendiendo al primer criterio de clasificacién, pueden distinguirse dos grandes grupos:
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Biosensores cataliticos: Usa como elemento de reconocimiento un biocatalizador
que utiliza el analito como sustrato, de forma que tras la unién al mismo se produce
una modificacién quimica del analito que hace posible su deteccibn mediante la
medida de los cambios fisicoquimicos que tengan lugar durante el proceso catalitico
(Figura 3.2a). Los bioreceptores que se emplean son células, secciones de tejidos
0 enzimas [45].

Biosensores de afinidad: Se explota la interaccion especifica del analito con el
elemento de reconocimiento sin la necesidad de transformacion catalitica,
originando una reaccion de equilibrio en la que se forma un complejo analito-
bioreceptor. Su especificidad radica en minimizar las interacciones no especificas.
Sus mecanismos de transduccion se basan en los cambios fisicoquimicos
generados por la unién analito-bioreceptor (aumento de masa, modificacion de las
propiedades Opticas del sustrato o la produccion de sefiales eléctricas). Los
principales tipos de biosensores de afinidad son los de ADN (Figura 3.2b), donde
el elemento bioreceptor son cadenas de oligonucleétidos sintéticas que hibridan por
complementariedad con la secuencia a analizar [46], y los inmunosensores que la
interaccion entre antigeno-anticuerpo (Figura 3.2c¢), donde se usan inmunoensayos

para la deteccion del analito [47].

Figura 3.2 Principales tipos de biosensores sobre una superficie de oro funcionalizada con acido
carboxilico en funcién del bioreceptor empleado: (a) Biosensor enzimatico. (b) Biosensor de ADN. (c)
Inmunosensor [48].

En la regeneracion de este tipo de sensores, debe buscarse que la disociacion analito-

bioreceptor no alteren la estructura de la molécula utilizada como elemento de

reconocimiento.

ii) De acuerdo a su transductor, este tipo de biosensores se clasifican en:
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e Biosensores electroquimicos: El mecanismo de transduccion ligado al evento de
reconocimiento molecular se basa en el proceso de catalisis, principalmente
enzimatico, en el que las especies electroquimicas como electrones, iones o
compuestos con estados de oxidacion variable son consumidos o generados. El
cambio electroquimico registrado es proporcional a la concentracion del analito que
se desea detectar [49].

e Biosensores Micro/nanomecanicos: Emplean micropalancas semejantes a los
cantiléver del microscopio de fuerzas atomicas (AFM), sobre cuya superficie se
inmoviliza el bioreceptor. La interaccion entre el elemento de reconocimiento y el
analito produce una respuesta de tipo nanomecénico que consiste en un cambio de
la deflexién y/o de la frecuencia de resonancia de la micropalanca [50].

e Biosensores Opticos; Estos tipos de biosensores detectan la interaccion biolégica
midiendo variaciones de las propiedades Opticas de la luz propagada, como
intensidad, longitud de onda, indice de refraccién o polarizacion [51], [52]. Los
sensores 6pticos se pueden dividir en dos tipos: biooptrodos y sensores de ondas
evanescentes. En los bio-optrodes se conduce la luz (generalmente con fibra éptica)
a la camara de evaluacion donde la interaccién biomolecular produce un cambio en
las propiedades de la luz (absorcién, fluorescencia, indice de refraccién,
bioluminiscencia o dispersion) [53]. Estos sensores suelen emplear etiquetas
Opticas, como tintes o moléculas fluorescentes. Por otro lado, los biosensores de
ondas evanescentes explotan la posibilidad del confinamiento de las ondas
electromagnéticas (EM) en ciertos dieléctricos y / 0 metales, lo que puede resultar
en un modo EM localizado o propagado (Figura 3.3) [54]. Parte del modo EM
penetra en el medio externo, formando el campo evanescente. EI campo
evanescente actia como una sonda para detectar cambios en el indice de
refraccion (RI, por sus siglas en inglés) causados, por ejemplo, por una interaccién
biol6gica, de modo que no se requiere ninguna etiqueta para la deteccién. Los
interferbmetros, resonadores o biosensores plasménicos son ejemplos tipicos de
biosensores de ondas evanescentes [55], [56]. Estos dispositivos alcanzan una alta
sensibilidad de deteccién con un tiempo de respuesta corto, no sufren interferencias
electromagnéticas o mecanicas y presentan una potencial capacidad de
miniaturizacioén. El trabajo desarrollado durante esta tesis de maestria se ha basado
en la simulacion de la biofuncionalizacion de este ultimo tipo de biosensor con
anticuerpos, para su uso como inmunosensor en distintas aplicaciones, por lo que

en el siguiente apartado se describira en detalle el funcionamiento del dispositivo.
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Figura 3.3 Esquema del principio de deteccion de un biosensor de ondas evanescentes [57].

3.1.2 Inmunosensores de Resonancia de Plasmon Superficial

Desde la introduccion de sensores refractométricos basados en SPR por Nylander y
Liedberg [58] hace mas de tres décadas, el interés en la deteccion plasmdnica ha
aumentado enormemente. Los biosensores SPR son en la actualidad los sensores
Opticos libres de etiqueta mas utilizados y comercializados, convirtiéndose en una
herramienta muy extendida para el estudio de cualquier tipo de interacciones
bioguimicas. La deteccién SPR muestra excelentes propiedades para su aplicacion en
diferentes campos, como monitoreo ambiental, analisis de calidad y seguridad
alimentaria, diagnéstico y biomedicina, ingenieria biol6gica, descubrimiento de
farmacos, entre otras [59].

El biosensor SPR se basa en la propagacién de polaritones de plasmon de superficie
(SPP), ondas electromagnéticas que ocurren en la interfaz entre una pelicula delgada
de metal y un dieléctrico que se comporta como un plasma de electrones casi libres,
generando un campo evanescente (Figura 3.4a). Como se menciond en el Capitulo 1,
el SPP es un modo magnético transversal (TM) (el vector magnético es perpendicular a
la direccion de propagacion de la onda y paralelo al plano de la interfaz) y se caracteriza
por una distribucion de campo evanescente y su vector de propagacion (1.132), la cual

la reescribiremos de la siguiente manera:

€d€m
=ky —— 3.1
B=ko | = (3.2)

En esta ecuacion, ¢, representa la funcién dieléctrica compleja y dependiente de la
frecuencia para el metal (e, = €1, + ig2m) Y €4 €S la constante dieléctrica del medio.
Este constituye el principio fundamental de las plataformas de deteccion refractométrica.
Las interacciones bioquimicas que ocurren en las proximidades de la interfaz metal-

dieléctrico inducen cambios en el Rl que alteran la condiciéon de propagacion del SP.
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Estos cambios se pueden rastrear en tiempo real proporcionando una sefial medible y

cuantificable sin la necesidad de etiquetado.

Y b)

Dieléctrico Ed

Figura 3.4 Esquemas de un SPP en la interfaz de un metal y un dieléctrico que muestran: (a) la oscilacion
de carga colectiva en la superficie y (b) la distribucion transversal del campo evanescente [4].

Para la excitacion y propagaciéon de SPP, la parte real de ¢,, debe ser negativa y su

valor absoluto menor que ¢;. En longitudes de onda Opticas, esta condicion se cumple
para varios metales, de los cuales el oro, la plata o el aluminio son los mas utilizados en
biosensores plasmonicos.
El campo evanescente del SPP esta confinado en la interfaz metal-dieléctrico y
disminuye exponencialmente en ambos medios (Figura 3.4b). Ya que el campo
electromagnético evanescente decae en el medio dieléctrico con una longitud de
decaimiento caracteristica de ~25-50% de la longitud de onda de la luz, este campo
muestra una profundidad de penetracién tipica entre 100-500 nm cuando se trabaja en
regiones visibles o infrarrojas cercanas. Esto es particularmente importante para la
deteccién de SPR, ya que representa la sonda de profundidad en sensores 6pticos que
utilizan SPP. Esto significa que solo las interacciones biomoleculares que ocurren en la
superficie del metal y dentro de la profundidad de penetracién del campo evanescente
producirian cambios en el Rl y podrian detectarse.

La excitacion del SPR se logra acoplando una onda de luz a los plasmones
superficiales solo si el componente del vector de onda de la luz paralelo a la interfaz
coincide con el vector de propagacion del SPP, como se expres6 en la ecuacion (1.160).
Generalmente, el vector de propagacion SPP es considerablemente mayor que el
ndamero de onda de la onda de luz en el dieléctrico, por lo tanto, los plasmones de
superficie no pueden excitarse mediante iluminacién directa. Se pueden emplear varias
técnicas para mejorar el vector de onda de la luz entrante mediante a) acoplamiento de

prisma, b) acoplamiento de guia de onda y c¢) acoplamiento de rejilla (Figura 3.5) [60].
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Figura 3.5 Métodos de acoplamiento SPR, que incluyen (a) una configuracion de Kretschmann acoplado
a prisma, (b) acoplamiento de guia de onda y (c) acoplamiento de rejilla [4].

Los acopladores de prismas son el método mas comun utilizado para la excitacion
Optica de plasmones de superficie. En la conocida configuracion de Kretschmann
(Figura 3.5a) [14], la luz pasa a través de un prisma de Rl alto (&) y se refleja totalmente
en la base del prisma, generando una onda evanescente que penetra en la pelicula
metalica. Esta onda evanescente se propaga a lo largo de la interfaz con un cierto vector
de propagacion que se puede ajustar para que coincida con el del SPP controlando el
angulo de incidencia. Este método se conoce como método de reflexion total atenuada
(ATR) [61].

De manera similar, el proceso de excitacion de SPP se puede lograr utilizando una
estructura SPR basada en guias de ondas Opticas [62]. La onda de luz es guiada por
una guia de ondas opticas y, al entrar en la regién con una fina capa de metal, penetra
evanescente a través de la capa de metal excitando un SPP en su interfaz exterior
(Figura 3.5b).

La excitacion mediante acopladores de rejilla se basa en la difraccion de la onda de
luz. La componente del vector de onda de las ondas difractadas paralelas a la interfaz
se incrementa en una cantidad inversamente proporcional al periodo de la red y puede
coincidir con la del SPP (Figura 3.5¢)

La SPR se caracteriza por la aparicion de una caida de reflectividad espectral, que
depende en gran medida del indice de refraccién del dieléctrico, pero también de las
propiedades de la pelicula metalica. Aunque la plata ha mostrado una excitacion SPR
més eficiente (es decir, picos mas profundos y agudos) y es bastante versatil para la
funcionalizacion, también es muy susceptible a la oxidacion de la superficie al exponerse
a la atmosfera o entornos acuosos liquidos. Por lo tanto, la biofuncionalizacion y el
rendimiento del ensayo se vuelven mas complicados y requieren una proteccion
cuidadosa de la superficie y condiciones precisas de analisis para evitar o minimizar la
degradacion. Por el contrario, el oro es muy resistente a la oxidacién y a otros

contaminantes atmosféricos y puede modificarse facilmente para los procedimientos de
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biofuncionalizacion de la superficie (por ejemplo, quimica de tiol-oro) [4]. Esto hace que
el oro sea el metal mas préactico y eficiente para los biosensores SPR. El grosor de la
pelicula de oro también es un factor determinante. Para las configuraciones de
Kretschmann en patrticular, el espesor debe ser de alrededor de 50 nm. Por encima de
este espesor, la caida de la luz reflectante se vuelve superficial, mientras que por debajo
de 50 nm el pico se vuelve mas ancho, empeorando la sensibilidad del biosensor [63].
Un biosensor SPR generalmente consiste en un sistema éptico para la excitacion e
interrogacion de SPP en propagacion, es decir, la fuente de luz (ya sea monocromatica
o0 de banda ancha) y el detector (basado en intensidad o fase); el transductor
plasmoénico, que suele estar formado por una fina pelicula (= 50 nm) de oro que
incorpora el elemento de reconocimiento biomolecular en su superficie; y un sistema
fluidico que comprende una o mas celdas de flujo para el confinamiento de la muestra
en la superficie de deteccion y sistemas de suministro de flujo para la inyeccion y el
suministro de la muestra. La Figura 3.6 ilustra un biosensor SPR tipico que emplea una
configuracion de Kretschmann. En este esquema particular, la excitaciéon SPP se puede
lograr mediante modulacién de longitud de onda de luz (A) o modulacién de angulo de
incidencia (0) [64].
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Figura 3.6 Esquema de un biosensor SPR que emplea una configuracion de Kretschmann con una fuente
de luz.

Cuando se trabaja con una fuente monocromaética, la luz reflejada se mide en funcién
del angulo 6. En cierto angulo denotado como 6,z, se establece el fenébmeno TIR. A
medida que aumenta el angulo, la intensidad reflejada exhibe una fuerte disminucion,
hasta que se alcanza un valor minimo. Es en este angulo (6spg), donde el vector de
onda de luz coincide con el vector de onda SPP, cediendo a la excitacion del SPP.
Cuando tiene lugar una interaccion biomolecular dentro del campo evanescente del
SPP, se induce un cambio de RI local que altera el vector de onda del SPP y su

condicion de excitacion. Los cambios en el SPP se pueden observar como cambios en
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las caracteristicas de la luz. Estos pueden detectarse mediante el monitoreo
dependiente del tiempo de toda la curva, o fijando 8 en el punto donde se maximiza la
pendiente de la curva de resonancia SPP, después de lo cual se monitorean los cambios
de intensidad de la luz reflejada en funcion del tiempo (Figura 3.7 ay c).

Por otro lado, cuando se ilumina con una fuente de luz de banda ancha (CW laser)
en un @ fijo, la deteccidén se realiza mediante analisis espectral de la luz reflejada. El
espectro de reflectividad muestra una caida ubicada en Agpr, que estd sujeta a
desplazamientos laterales (espectrales) inducidos por cambios de RI. La medicién
espectral de Agpg traduce los cambios de Rl en una cantidad detectable que se puede
extraer en funcion del tiempo (Figura 3.7 b y d). Trabajando en cualquiera de los dos
esguemas, las interacciones bioquimicas se pueden monitorear directamente en tiempo
real, lo que permite la evaluacion de los estudios de afinidad y cinética de una manera

simple, rapida y sin etiquetas.
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Figura 3.7 Curvas SPR representativas para sensores SPR. Reflectividad contra (a) 8 y (b) 4, junto con
su correspondiente seguimiento en tiempo real de los desplazamientos de las curvas mediante el
monitoreo de (c) cambios de la reflectividad, R, y (d) cambios de la longitud de onda de resonancia, Aspg

[4].

3.2 Seleccién de Bioreceptor

En los biosensores SPR los inmunoreactivos se inmovilizan en un soporte sélido, tal que
la interaccién tiene lugar en la interfase solido-liquida. Los tipos de ensayo que
acostumbran a utilizarse en dichos sensores son los formatos no competitivos directo e

indirecto (tipo sandwich), y el formato competitivo [65]. La base del formato no
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competitivo es la inmovilizacién de un anticuerpo con el que se lleva cabo la deteccion
directa del analito una vez que se produce la union entre los dos. El formato sandwich
es usado en los inmunosensores para la amplificacién de la respuesta obtenida en la
deteccién del analito por medio del ensayo directo. El Ultimo formato es el competitivo,
el cual es utilizado a menudo en el disefio de los inmunosensores SPR. En esta clase
de ensayo se inmoviliza el analito o un similar al mismo, y la muestra a examinar se
incuba con una concentracion de anticuerpo anteriormente definida. La existencia del
analito en la muestra inhibe la interaccién del anticuerpo al analito inmovilizado en el
area del sensor, por lo cual la sefial del SPR es inversamente proporcional a la
concentracion de analito.

La prevencion de la adsorcion inespecifica de otras moléculas sobre el area sensora
es importante, y cobra particular trascendencia una vez que se labora con muestras
reales de procedencia biomédico o medioambiental, donde un analito en bajas
concentraciones ha de ser detectado en una mezcla de diversos compuestos de mayor
concentracion. Dichos cuatro componentes limitan la funcionalidad del area sensora y
con ello la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del inmunosensor. Exceptuando
la prevencion de uniones inespecificas, similarmente critica en el proceso de
inmovilizacion del anticuerpo y del antigeno, lo demas de componentes que condicionan
el éxito del inmunoensayo son en especial relevantes una vez que se inmoviliza el
anticuerpo en vez del antigeno. La probable variacion estructural de la molécula es mas
critica en la situacién del anticuerpo, pues la pérdida de actividad bioldgica del mismo
afecta de manera directa en su capacidad de unién al analito, por lo cual tiene un efecto
directo sobre la sensibilidad del inmunosensor. Por otro lado, el gran tamafio del
anticuerpo es responsable de que el fendmeno de impedimento estérico entre moléculas
durante su inmovilizacién se manifieste en mayor medida en este caso.

Gracias a la importante influencia de los componentes descritos sobre la eficiencia
de la inmovilizacion de anticuerpos, la eleccién de un procedimiento de inmovilizacion
correcto con el que se consiga una alta densidad de anticuerpos de manera correcta
orientados, que preserve la funcionalidad de los mismos, y que minimice el impacto del
impedimento estérico entre moléculas, es un desafio en el desarrollo de

inmunosensores basados en anticuerpos como bioreceptores.

3.2.1 Métodos de inmovilizacién de anticuerpos en superficies
de Au

Por convencion la inmovilizacion de los anticuerpos sobre un area sensora se ha hecho

por medio de la adsorcion fisica de la molécula o por medio de la unién covalente de la
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misma a la superficie anteriormente modificada quimicamente. En la situacion de la
unién covalente, el anticuerpo se ha inmovilizado, bien por medio la formacién de una
matriz de dos dimensiones, por medio de monocapas autoensambladas, o bien
mediante una matriz tridimensional, principalmente utilizando hidrogeles de dextrano
carboximetilado [66].

El area de oro limpia muestra una enorme tendencia a la adsorcion y
desnaturalizacion de las proteinas, por lo cual el manejo generalizado de la fisisorcién
del anticuerpo como procedimiento de inmovilizacibn a pesar del efecto que la
desnaturalizacién del mismo logre tener sobre la sensibilidad del inmunosensor, se
deberia a su velocidad y simplicidad, debido a que no necesita que el area sea
modificada antes y la unién ocurre de manera directa por medio de interacciones
hidrofébicas y electrostéaticas. Sin embargo, gracias a la inespecificidad de la unién esta
resulta débil y, por consiguiente, poco estable frente a variaciones de pH, temperatura,
fuerza iénica o frente a la naturaleza quimica del microambiente, por lo cual la pérdida
de anticuerpo inmovilizado se crea con facilidad, reduciendo de manera considerable la
reproducibilidad del inmunosensor. Por otro lado, el poco control sobre el proceso de
inmovilizaciébn que caracteriza a esta tactica conduce a una orientacion al azar del
anticuerpo y a una posible formacién de multicapas, lo cual disminuye no solo la
reproducibilidad, sino ademas la sensibilidad final.

Los inconvenientes de la inmovilizacion del anticuerpo por medio de fisisorcién se
han superado con el avance de la técnica basada en el autoensamblaje de moléculas
alquilicas con un conjunto tiol (R—SH) en un extremo sobre el area de oro, la cual
permitio inmovilizar los anticuerpos de manera covalente. La formacion espontanea de
monocapas de moléculas tioladas, conocidas como SAMs, esté dirigida primordialmente
por la coordinacién entre los tioles o disulfuros y el oro, acompafiada de interrelaciones
de fuerzas de Van der Waals en medio de las cadenas alquilicas [67]. Las moléculas se
disponen de manera drasticamente ordenada, y orientadas sobre el area sensora con
un angulo de inclinaciéon aproximado de 30° (Figura 3.8), dando sitio a monocapas
uniformes y compactas. A partir de que la formacién de las SAMs ha sido descrita por
primera vez por Nuzzo y Allara en 1983 [68], las monocapas de tioles sobre oro, en
especial alcanotioles, son el sistema autoorganizado mas ampliamente estudiado. El
hecho de usar SAMs mixtas formadas por un alcanotiol con un conjunto reactivo, diluido
con uno que muestra un conjunto servible inerte, posibilita mantener el control de la
densidad de puntos de vista de alianza del anticuerpo a el area [69]-[71]. Ademas, el
uso de SAMs mixtas, en especial las formadas por alcanotioles de cadena extensa para
el anclaje del anticuerpo, e hidroxialcanotioles (HS—(CH2)n—OH) de cadena corta como

molécula espaciadora, demostr6 que se incrementa la prevencion de la
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desnaturalizacion de proteinas y de las interrelaciones inespecificas, comparativamente

con las SAMs compuestas por un exclusivo tiol [72], [73].

grupo funcional
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Figura 3.8 Representacion grafica de una SAM mixta sobre una superficie de oro [20].

La elaboracion de capas estables, con una densidad controlada, evitando la
formacion de multicapas y consiguiendo de esta forma construcciones mas
reproducibles, son las primordiales ventajas que muestra la inmovilizacion covalente del
anticuerpo. El proceso de la union covalente principalmente se desarrolla mediante la
formacion de un enlace entre los equipos electrofilicos como carboxilos y aldehidos en
el area, y los conjuntos nucleofilicos, como aminos o tioles, presentes en los
aminoacidos de la molécula de anticuerpo. La via de inmovilizacion mas comun usa el
enlace carboxilo-amino, y obtiene el nombre de acoplamiento amino. La reaccién se
apoya en la activaciéon del 4cido carboxilico terminal del alcanotiol de la SAM por medio
de carbodiimida (EDC) cartacterizado por el grupo funcional (RN=C=NR) y N-
Hidroxisuccinimida (NHS, (CH,CO),NOH), lo cual da sitio a la formacién de un compuesto
intermediario que reacciona con un grupo amino del anticuerpo estableciéndose la unién
covalente del mismo al alcanotiol (Figura 3.9) [74].
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Figura 3.9 Representacion esquematica del proceso de inmovilizacion covalente (acoplamiento amino)
del anticuerpo y posteriormente de la interaccion anticuerpo-antigeno.
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Ademas de prevenir el impedimento estérico entre moléculas de anticuerpo, las SAM
mixtas en las que el alcanotiol reactivo se diluye con un hidroxialcanotiol de cadena mas

corta han demostrado su eficiencia en la prevencion de la desnaturalizacion de proteinas
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y la fisisorcion de las mismas durante el proceso de inmovilizacion [20]. Por esto motivo
en este trabajo se han escogido el 4cido mercaptoundecanoico (MUA), como molécula
funcional, y junto con una molécula de menor tamafio, por ejemplo 8-Mercapto-1-octanol
(HS—CH2(CH2)6CH,—0OH), como molécula espaciadora se formaria una SAM mixta

experimentalmente.

3.2.2 Anticuerpos y antigenos

Los anticuerpos (Ab) son glicoproteinas pertenecientes a la familia de las
inmunoglobulinas (Ig) que son producidas por las células B en el plasma y utilizadas por
el sistema inmunoldgico de los vertebrados para identificar y neutralizar agentes
extrafios en el cuerpo, conocidos como antigenos [44]. La estructura basica de un
anticuerpo se describe en la Figura 3.10. Un anticuerpo es una molécula en forma de Y
que presenta cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) con pesos
moleculares de 50 kDa y dos cadenas ligeras (L) con pesos moleculares de 25 kDa,
unidas por enlaces disulfuro. Las cadenas tienen regiones tanto constantes (C) como
variables (V). El reconocimiento de antigenos estd mediado por los dominios variables
ligeros (VL) y pesados (Vu), conocidos como regiébn Fab (fragmento de union al
antigeno), situada en los brazos de la Y. La base de la Y est4d compuesta por dominios
constantes de las dos cadenas H. Esta region se denomina region Fc (fragmento
cristalizable) y desempefia un papel en la actividad de las células inmunitarias,
asegurando que cada anticuerpo genere una respuesta inmunitaria adecuada para un
antigeno determinado, uniéndose a una clase especifica de receptores Fc y otras
moléculas inmunes [43].

Las dimensiones moleculares estimadas de los anticuerpos son 15 x 7 x 3,5 nm
(aunqgue las inmunoglobulinas son muy flexibles) [75]. En células de mamiferos, existen
cinco clases de inmunoglobulinas que se distinguen por sus cadenas pesadas: IgA, IgD,
lgG, IgM y IgE. La IgA forma una molécula de dimero y se encuentra principalmente en
areas mucosas (p. Ej., Intestino, vias respiratorias o vias urogenitales). Previene la
colonizacién por patdégenos extrafios [76]. La IgD y la IgM estan relacionadas con el
mecanismo de respuesta inmunolégica: la IgD actia como receptor de antigeno en las
células B y activa a los basofilos y mastocitos; a su vez, la IgM es secretada por las
células B formando una molécula pentamérica para eliminar patégenos en las primeras
etapas de la respuesta humoral [77]. La IgE es el anticuerpo involucrado en los procesos
alérgicos; se une a los alérgenos y desencadena la liberacion de histamina de los
mastocitos y basdfilos. Finalmente, la IgG es la clase predominante de anticuerpos
producidos durante la respuesta inmune madura, siendo el Unico isotipo capaz de

atravesar la placenta para otorgar inmunidad pasiva al feto. La IgG proporciona la mayor
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parte de la inmunidad basada en anticuerpos contra patégenosy, por lo tanto, es la méas

estudiada y empleada en biociencias [78].
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Figura 3.10 Estructura basica de un anticuerpo [4].

Debido a la excepcional afinidad y especificidad por la union de antigenos junto con
el importante papel en la respuesta inmune humana, los anticuerpos se utilizan
ampliamente en el campo biomédico, ya sea como elementos de biorreconocimiento

para andlisis inmunoquimicos o como biomarcadores clinicos para diagnéstico.

3.2.2.1 Anticuerpos como elementos de biorreconocimiento

Las técnicas inmunoguimicas abarcan todas aquellas metodologias analiticas que
implican la interaccion entre un anticuerpo especifico y su molécula objetivo. Entre ellos,
los inmunoensayos son la técnica mas utilizada para determinar la presencia de un
analito en una muestra de forma cualitativa, semicuantitativa o cuantitativa.

En la investigacién de biosensores, los anticuerpos se consideran los elementos de
bioreconocimiento de referencia y se utilizan para innumerables aplicaciones en el
campo clinico, pero también en el monitoreo ambiental, el descubrimiento de farmacos,
la seguridad alimentaria, etc. capacidades de reconocimiento de anticuerpos (es decir,
afinidad y especificidad) pero para desarrollar nuevas técnicas de conjugacién, marcaje
o inmovilizacibn que mejoren la detectabilidad y maximicen la reproducibilidad y
precision del analisis.

Debido a la importancia de los anticuerpos en el area de biosensores se ha escogido
trabajar con tres diferentes anticuerpos y su correspondiente antigeno, como lo es la
proteina albumina de suero bovino (BSA), albumina de suero humano (HSA) y la

proteina IgG humana (anticuerpo IgG1 b12 humano para el reconocimiento del VIH).
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Capitulo 4

4. Resultados y discusiones

En este capitulo mostramos los resultados y discusiones de las simulaciones
computacionales realizadas para la curva de reflectancia vs angulo para un sistema SPR
con una pelicula nanométrica de oro para la deteccién de interacciones antigeno-
anticuerpo en un biosensor SPR convencional. Se muestra el protocolo de
funcionalizacion propuesto para el Optimo anclado covalente de proteinas en la
superficie de oro del biosensor, asi como su respectivo modelo tedérico-computacional
para cada etapa de dicha funcionalizacion. Posteriormente, se muestra la optimizacion
geométrica obtenida en el software Avogadro de las diferentes moléculas utilizadas para
simular el sistema multicapa SPR, con el fin de obtener sus caracteristicas fisicas
necesarias para la correcta representacion del biosensor en el modelo tedrico de Fresnel
mostrado en el Capitulo 1. Asimismo, se expone los resultados obtenidos con el
software Autodock de las predicciones en las conformaciones de union de ligando a
proteina Optimas, necesarias para conseguir los sitios de union entre las moléculas de
anclaje a la superficie de oro y las proteinas bioreceptoras en el sensor. Por ultimo, se
analizan las curvas SPR obtenidas en los biosensores con proteinas ligando BSA, HSA
e IgG1l bl2 humano en superficies funcionalizadas SPR y su interacciéon con otra

proteina contenida en el soluto (anti-BSA, anti-HSA y anti-HIgG).

4.1 Introducciéon al Docking Molecular y a la

Optimizacion Geométrica Molecular

La optimizacion geométrica de una molécula y las interacciones de las proteinas con
ligandos, otras proteinas o superficies estan controladas por una serie compleja de
interacciones intermoleculares. Tales interacciones dependen tanto de las interacciones
especificas en el sitio de uniobn como de las fuerzas no especificas fuera del sitio de
union. Esta interaccion de fuerzas especificas y no especificas controla todas las
interacciones de proteinas que van desde las colisiones bimoleculares en disoluciones
hasta la adhesion entre células. La complejidad de las interacciones entre proteinas y

moléculas diana flexibles, incluidas otras proteinas, acidos nucleicos y moléculas
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pequefias, a menudo esta determinada por la considerable flexibilidad de los sitios de
unién a proteinas y por los reordenamientos estructurales que se producen al unirse la
molécula asociada [4].

Un objetivo de muchos estudios biofisicos es determinar las fuerzas moleculares
que controlan las interacciones biolégicas y utilizar esta informacién para manipular
racionalmente la funcién de la proteina modificando la proteina, el ligando que interactia
0 ambos. Las fuerzas que controlan el comportamiento de las proteinas y sus origenes
fisico-quimicos se infieren a partir de medidas cinéticas de unién en equilibrio o se
calculan con modelos moleculares. Las energias calculadas se utilizan para identificar
el papel de las interacciones fisicas y quimicas en la funcién y el comportamiento de las
proteinas. Aunque los célculos detallados son factibles para moléculas pequefias, tales
calculos se vuelven desmedidos a medida que aumentan el tamafio y la complejidad de
las macromoléculas bioldgicas. Las fuerzas dependientes del tiempo entre especies
blandas o mdéviles afiaden otro grado de complejidad, mientras que los modelos
estéticos de interacciones no describen la gama completa de pardmetros que influyen
en el comportamiento biolégico.

Se utilizan predicciones de la estructura computacional de complejos ligando-
proteina mediante métodos de acoplamiento, como DOCK, FLEXx y GOLD [79]-[81],
en combinacion con funciones de puntuacion empiricas. para predecir las orientaciones
de los ligandos en los sitios de unién y las afinidades de unidn de los ligandos a las
proteinas. Si bien las geometrias de enlace dependen de los métodos de acoplamiento,
las estimaciones de energia de enlace dependen en gran medida de las funciones
potenciales utilizadas para calcularlas. Los potenciales basados en el conocimiento
siguen reglas basadas en el andlisis estadistico de afinidades y geometrias de unién de
complejos proteina-ligando determinados experimentalmente. Estas reglas se
convierten en "pseudo-potenciales" que luego se aplican para valorar orientaciones de
ligandos generadas por computadora [82], [83]. Una de las principales preocupaciones
con estos métodos es que solo pueden seleccionar aquellas orientaciones que se han
observado en las estructuras cristalinas utilizadas para derivar el potencial.

Las funciones de puntuacion basadas en regresion estiman las afinidades de
union sumando términos de interaccién derivados de los parametros estructurales
ponderados de los complejos. Los pesos se asignan mediante métodos de regresion
ajustando afinidades predichas y determinadas experimentalmente a un conjunto dado
de complejos de entrenamiento [84]. Una preocupacion con estos métodos es la
dependencia del tamafio, la composicion y la generalidad del conjunto de entrenamiento
utilizado para derivar los pesos [85]. Ademas, tales métodos solo pueden interpolar vy,

por lo tanto, no pueden identificar nuevos andamios moleculares que no estan presentes
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en el conjunto de entrenamiento. Sin embargo, las mejoras en los métodos basados en
la regresion han contribuido a algunos ejemplos alentadores que demuestran el
potencial de tales técnicas [86].

Los enfoques basados en el primer principio también se aproximan a la energia
libre de enlace sumando las contribuciones individuales de diferentes interacciones. Sin
embargo, los términos de energia individual se derivan de la teoria fisico-quimica y no
se determinan por ajuste a afinidades experimentales. En la mayoria de los casos, las
contribuciones de la mecanica molecular en fase gaseosa se combinan con energias
libres de solvatacién. La evaluacion de la energia de solvatacién es un desafio tanto en
términos de demandas computacionales como de precision [87]. Los métodos utilizados
para calcular la solvatacién incluyen métodos de solventes implicitos como Poisson-
Boltzmann y métodos de Born generalizados de superficie [88]. Los célculos de energia
de la fase gaseosa dependen del tipo de campo de fuerza, por ejemplo, los paquetes de
dinamica molecular AMBER, CHARMM, DRIEDING [89], [90]. Los enfoques basados en
el primer principio a menudo calculan el orden correcto de las energias libres de enlace,
pero los numeros generalmente exceden los valores experimentales de manera
significativa.

La flexibilidad de las proteinas y la dindmica de las interfaces intermoleculares
pueden regular la afinidad de unién y la especificidad en el reconocimiento molecular.
Se ha sugerido que la estabilidad estructural y la flexibilidad durante el reconocimiento
molecular estan asociadas con la dureza del escenario de energia de enlace subyacente
y pueden estar relacionadas con varias funciones, como la especificidad o la
permisividad en el reconocimiento. Sin embargo, predecir las subestructuras correctas
de los complejos proteina-ligando es extremadamente dificil, especialmente en los
casos en los que se desconoce el sitio de union de una proteina flexible. Los enfoques
jerarquicos que incorporan flexibilidades tanto de ligando como de proteina han
contribuido al progreso reciente en el acoplamiento ligando-proteina. Dichos
procedimientos incluyen enfoques de acoplamiento de multiples etapas y una jerarquia
de funciones energéticas que tienen como objetivo capturar las sutilezas de la
flexibilidad de las proteinas en la unién del ligando.

El método de uni6on de ligando virtual, usado en esta tesis, utiliza un
acoplamiento de ligando flexible utilizando el software DOCK 4.0 como una busqueda
de grano grueso seguida de una dinamica de grano fino basada en los primeros
principios. Una ventaja de usar DOCK 4.0 es que su esquema de reconstruccion de
ligando basado en fragmentos puede generar efectivamente una gran cantidad de
conformaciones de ligando en muy poco tiempo utilizando una funcion de puntuacion

rapida, basada en interacciones de Van der Waals y de Coulomb.

62



CAPITULO 4 Resultados y Discusiones.

4.2 Optimizacion geométrica de las moléculas usadas en

la prefuncionalizacidon del arreglo SPR.

En esta tesis llamaremos prefuncionalizacibn a las primeras tres etapas de
funcionalizacion del sensor SPR propuesto en el Capitulo 3 (Figura 3.9), antes de anclar
la proteina receptora del antigeno. La prefuncionalizacion consiste primeramente en el
autoensamblaje de moléculas alquilicas con un grupo tiol en un extremo sobre la
superficie de oro, como antes se ha mencionado, en esta tesis se usara el alcanotiol
acido mercaptoundecanoico (MUA) en la primera etapa de la prefuncionalizacion.
Seguido de esto, para dar lugar a la interaccién entre el grupo carboxilo de la molécula
MUA y el grupo amino del anticuerpo, se realizan la segunda y tercera etapa para la
activacion del grupo carboxilo de la molécula MUA mediante las moléculas 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), mayormente conocida como carbodiimida,

y por N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS), como se muestra en la Figura 4.1.
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Figura 4.1 Representacion esquematica del proceso de prefuncionalizacion del sensor. Primeras tres fases
antes del acoplamiento amino con el anticuerpo. Fase 1: Anclaje con molécula MUA. Fase 2: Interaccion
entre MUA y EDC. Fase 3: Interaccion entre MUA y Sulfo-NHS.

En la Seccion 1.7 de esta tesis se mostro el modelo multicapas para predecir las
curvas del sensor SPR en el que podemos notar que un parametro indispensable para
la obtencién de este resultado es el espesor de la monocapa adsorbida sobre la pelicula
de oro, es por lo que es indispensable obtener el tamafio de las moléculas adsorbidas.
Para la obtencion de estos parametros se ha realizado optimizaciones geométricas de
las diferentes moléculas en el proceso de prefuncionalizacion. Esto fue mediante el
software libre Avogadro Chemistry, el cual es un visualizador y editor de moléculas
avanzado disefiado para uso multiplataforma en quimica computacional, modelado
molecular, bioinformatica, ciencia de materiales y areas relacionadas. Nos ofrece una

representacion flexible de alta calidad, una potente arquitectura de complementos y la
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posibilidad de obtener la configuracibn més probable de moléculas pequefas a través
de la Mecénica Molecular utilizando campos de fuerza como son UFF, GAFF, MMFF94,
entre otros.

En estos campos de fuerza populares, mencionados anteriormente, la energia
potencial se da en una férmula analitica. La energia potencial en el campo de fuerza

Mecanica Molecular se puede escribir como [91]:

EMM = Ebond + Eang + Etors + Evdw + Eele + Ecross (4-1)

donde Ej,nq €S la energia de enlace entre atomos. E,,, €s la energia de flexion del

angulo entre dos atomos unidos a un tercer atomo. E;,,s €s la energia asociada con el
movimiento de rotacion de los enlaces. E,4,, describe la energia combinada de repulsién
y dispersion interacciones de Van der Waals entre dos atomos. E,, representa la
energia en el sistema debido a interacciones electrostaticas. E.,,ss representa un efecto
hibrido de términos de energia de acoplamiento.

La simulaciéon fue realizada bajo el campo de fuerza MMFF94 ya que este es
particularmente apropiado para compuestos organicos como lo son los alcanos,
alcoholes, tioles, acidos carboxilicos, disulfuros, aminos, entre otros. Este campo de

fuerza también agrega cargas electrostéticas y enlaces de hidrégeno.

4.2.1 Optimizacion geométrica de Ila molécula &cido

mercaptoundecanoico.

La primera fase de la prefuncionalizacion del sensor consiste en el anclaje de la
molécula 11-MUA en la superficie de la pelicula de oro del sensor, por lo tanto, para
determinar los parametros de interés es necesario simular la configuracién geométrica
de dicha molécula para un correcto analisis del sensor multicapas a base del sistema
SPR: La serie de pasos que se llevaron a cabo para la simulacién en Avogadro
Chemistry para la obtencién de la configuracibn mas probable de la molécula 11-MUA
se ilustran en el diagrama de flujo de la Figura 4.2.

La simulacién fue realizada bajo el campo de fuerza MMFF94 ya que este es
particularmente apropiado para compuestos organicos como lo son los alcanos,
alcoholes, tioles, acidos carboxilicos, disulfuros, aminos, entre otros. Este campo de
fuerza también agrega cargas electrostaticas y enlaces de hidrégeno, las cuales se
muestran a continuacion.

Los célculos computacionales para la optimizaciébn geométrica se mantuvieron
en accion hasta obtener una energia E = —79.9352 kJ/mol, con lo que se obtuvo un

tamarfio de la molécula igual a d = 15.23 A, dicha distancia fue medida desde del &tomo
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de azufre (color amarillo) marcado por el nimero 1 hasta el atomo de oxigeno (color
rojo) marcado por el nimero 2, como se muestra en la Figura 4.3.

Inicio de optimizacién
geométrica de una
molécula en Avogadro
Chemistry

i

Se realiza el dibujo de
los atomos y enlaces
de la molécula en el

software Avogadro. AEI 51
tarea.
: !
Farmula empirica -
respectiva a cada Tamario de la
molécula molécula, energia y
+ peso molecular.
Se selecciona el T
campo de fuerza Se analiza la
a utilizar. configuracion final de la
molécula y los
¢ parametros obtenidos.
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MMFF94 St
Y
Tiempo de No ¢, El cambio de energia de 18
esperapara molécula es dE=07?
calculos

computacionales.

| b

Figura 4.2 Diagrama de flujo del proceso para la optimizacion geométrica de moléculas organicas (11-
MUA, EDC y NHS) en Avogadro Chemistry.
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View 1
**%% Debug Information ****

FPS:0.326

View Size: 1.089 x 576 2

Atoms: 36

Bonds: 35
~
IUPAC Molecule Name: unknown
Molecular Weight (g/mol): 218.356
Chemical Formula: C1;H5,0,5
Energy (kJ/mol): -79.935
Estimated Dipole Moment (D): 2.680
Number of Atoms: 36
Number of Bonds: 35

1%

Figura 4.3 Datos obtenidos en Avogadro Chemistry al finalizar simulacién para la optimizacion geométrica
de la molécula MUA. Las esferas color gris representan a los &tomos de hidrégeno, las de color negro son
representados los atomos de carboén, las de color amarillo los 4tomos de azufre y las de color rojo los
atomos de oxigeno.

V

Distance(s): 15.230 A

4.2.2 Optimizacion geomeétrica de la molécula 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida

Para la segunda fase de la prefuncionalizacién del sensor, se hace interaccionar la
molécula carbomiida con al alcanotiol 11-MUA, con el objetivo de hacer quimicamente
reactivo la terminal carboxilica del alcanotiol.

Similarmente que en la Seccion 4.2.1, la serie de pasos que se llevaron a cabo
para la simulacion en Avogadro Chemistry para la obtencién de la configuracion mas
probable de la molécula EDC se ilustran en el diagrama de flujo de la Figura 4.2.

Los calculos computacionales para la optimizacion geométrica se mantuvieron
en proceso hasta obtener una energia E = —26.552 kJ/mol, en la que ya no se muestra
cambio de energia dE = 0, con lo que se obtuvo un tamafio de la molécula igual a d =
12.348 A, dicha distancia fue medida desde del &tomo de hidrégeno, marcado por el
namero 1y representado por el color gris, hasta el otro extremo atomo de hidrégeno,

marcado por el nimero 2, como se muestra en la Figura 4.4.
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View 1

**%* Debug Information ****
FPS: 0.0000779
View Size: 1.089 x 576

Atoms: 28

Bonds: 27

~

IUPAC Molecule Name: unknown 2
Molecular Weight (g/mol): 155.241

Chemical Formula: CgHyoN3

Energy (kJ/mol): -26.552

Estimated Dipole Moment (D): 0.201

Number of Atoms: 28

Number of Bonds: 27
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wg”

Distance(s): 12.348 A

Figura 4.4 Datos obtenidos en Avogadro Chemistry al finalizar simulacién para la optimizacion geométrica
de la molécula EDC. Las esferas color gris representan a los atomos de hidrégeno, las de color negro son
representados los &tomos de carbén, las de color azul representan los &tomos de nitrégeno.

Puesto que para los intereses de esta tesis es imperativo conocer la
configuracién geométrica de la interaccion entre el alcanotiol 11-MUA y la molécula
EDC, y no por separado, se realiz6 una segunda simulaciéon en la que estas dos
moléculas han interaccionado para predecir dicha configuracién que es de nuestro
interés.

La serie de pasos que se llevaron a cabo para la simulacion en Avogadro
Chemistry para la obtencién de la configuracion mas probable de las moléculas MUA y
EDC en interaccién es similar al proceso mostrados en la Figura 4.2.

Los calculos computacionales para la optimizacion geométrica se mantuvieron
en accion hasta obtener una energia E = 114.687 kJ/mol, en la que ya no se muestra
cambio de energia dE = 0, con lo que se obtuvo un tamafio igual a d = 2.104 A, dicha
distancia fue medida desde del atomo de nitrdgeno, marcado por el nimero 1, hasta el
atomo de hidrégeno, marcado por el nimero 2, representado como se muestra en la
Figura 4.5. Esta seleccion de atomos para calcular la distancia fue escogida de dicha
manera para representar el espesor efectivo de la capa adsorbida sobre la molécula

MUA, la cual depende de la posicién e inclinacion de la molécula EDC.
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View 1
A Molecule Properties ? X
IUPAC Molecule Name: unknown
Molecular Weight (g/mol): 373.597
Chemical Formula: CigH39N3N,S
Energy (kJ/mol): 114.687
Estimated Dipole Moment (D): 1.607
Number of Atoms: 64
Number of Bonds: 63

L

Distance(s): 2.104 A

Figura 4.5 Datos obtenidos en Avogadro Chemistry al finalizar simulacion para la optimizacién geométrica
de las moléculas MUA y EDC al interaccionar.

4.2.3 Optimizacion geomeétrica de la molécula N-

hidroxisulfosuccinimida

Para la tercera y ultima fase de la prefuncionalizacién del sensor, se hace interaccionar
la molécula sulfo-NHS con al alcanotiol 11-MUA, para asi finalizar el proceso de
activacion quimica y dar lugar al acomplamiento amino entre el grupo carboxilo del
alcanotiol y el grupo amino de la proteina.

La serie de pasos que se llevaron a cabo para la simulacion en Avogadro
Chemistry para la obtencién de la configuracion mas probable de la molécula sulfo-NHS
se ilustran en el diagrama de flujo de la Figura 4.2.

Los calculos computacionales para la optimizacion geométrica se mantuvieron
en accion hasta obtener una energia E = —379.86 kJ/mol, en la que ya no se muestra
cambio de energia dE = 0, con lo que se obtuvo un tamafio de la molécula igual a d =
5.765 A, dicha distancia fue medida desde del atomo de oxigeno marcado por el nimero
1, hasta el otro extremo atomo de oxigeno marcado por el nimero 2, como se muestra
en la Figura 4.6.

Puesto que para los intereses de esta tesis es imperativo conocer la
configuracién geométrica de la interaccién entre el alcanotiol MUA y la molécula Sulfo-

NHS, y no por separado, se realiz6 una segunda simulacién en la que estas dos
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moléculas han interaccionado para predecir dicha configuracién que es de nuestro
interés.

La serie de pasos que se llevaron a cabo para la simulacion en Avogadro
Chemistry para la obtencién de la configuracion mas probable de las moléculas MUA y

Sulfo-NHS en interaccion es similar al proceso mencionado anteriormente.

View 1

AutOpt: E = -379.86 kJ/mol (dE=0)

Z
A
IUPAC Molecule Name: (pending)
Molecular Weight (g/mol): 195.151
Chemical Formula: CHNOS
Energy (kJ/mol): -379.860
Estimated Dipole Moment (D): 2.661
Number of Atoms: 17
Number of Bonds: 17

Distance(s): 5.765 A

Figura 4.6 Datos obtenidos en Avogadro Chemistry al finalizar simulacién para la optimizacion geométrica
de la molécula Sulfo-NHS.

Los célculos computacionales para la optimizaciébn geométrica se mantuvieron
en accion hasta obtener una energia E = —486.538 k] /mol, , en la que ya no se muestra
cambio de energia dE = 0, con lo que se obtuvo un tamafio igual a d = 5.760 A, dicha
distancia fue medida desde del atomo de oxigeno marcado por el nimero 1, hasta el
atomo de oxigeno marcado por el nUmero 2, representado como se muestra en la
Figura 4.7. Esta seleccion de atomos para calcular la distancia fue escogida de dicha
manera para representar el espesor efectivo de la capa adsorbida sobre la molécula

MUA, la cual depende de la posicién e inclinacion de la molécula Sulfo-NHS.
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View 1

A Molecule Properties

IUPAC Molecule Name:
Molecular Weight (g/mol):
Chemical Formula:

Energy (kJ/mol):

Estimated Dipole Moment (D):

Number of Atoms:
Number of Bonds:

b

Distance(s): 5.765 A

(pending)
395.491
Ci5HysNO;S,
-486.538
2.575

50

50

Figura 4.7 Datos obtenidos en Avogadro Chemistry al finalizar simulacién para la optimizacion geométrica
de las moléculas MUA y Sulfo-NHS al interaccionar.

Estas distancias obtenidas serdn usadas posteriormente en esta tesis como

espesores de monocapas organicas adsorbidas en las diferentes capas del sistema

SPR para la deteccién interacciones antigenos-anticuerpos.

4.3 Funcionalizacion del arreglo SPR e interacciones

antigeno-anticuerpo

La funcionalizacion del sensor SPR consiste en las Ultimas 2 fases del protocolo

propuesto en el Capitulo 3 (Figura 3.9), el cual radica en el acoplamiento amino entre

la molécula 11-MUA, seguido por la interaccion antigeno-anticuerpo, tal como se

representa en la Figura 4.8.
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Fase 4

Figura 4.8 Representacion esquematica del proceso de funcionalizacion del sensor SPR. Ultimas dos fases
en la que ocurre el acoplamiento amino y la interaccién antigeno-anticuerpo. Fase 4: Acoplamiento amino
entre la molécula MUA y la proteina. Fase 5: Interaccion antigeno-anticuerpo.

Con las mismas intenciones expuestas en la seccion 4.2, el objetivo de la
realizacion del docking molecular sera obtener el espesor de la monocapa adsorbida de
proteina sobre la pelicula de oro y la SAM de alcanotioles 11-MUA, con el fin de obtener
las diferentes curvas SPR en estas Ultimas dos fases de funcionalizacién. El docking
molecular que predice el sitio de uniébn mas probable entre la proteina de interés y el
alcanotiol MUA, obteniendo los aminoacidos especificos en los que el grupo amino de
la proteina interacciona con el grupo carboxilo del MUA y asi, obtener el espesor de la
monocapa de proteinas adsorbidas sobre la superficie del biosensor. Este proceso fue
efectuado mediante el software libre Autodock Vina, el cual es un software utilizado para
predecir las conformaciones unidas 6ptimas de ligandos a proteinas desarrollado por el
instituto de tecnologia Scripps, con el mismo funcionamiento que DOCK 4.0 ya explicado
anteriormente, con la diferencia de ser una nueva generacion del software. Utiliza el
modelo de Mecéanica Molecular basado en el campo de fuerza General AMBER Force
Field (GAFF) mediante la Mecanica Clasica y estima la energia libre de unién de un
ligando a su objetivo.

El modelo presentado en esta tesis para la forma del campo de fuerza AMBER,
ecuacion (4.2), puede describirse con el enlace y los angulos representados por una
expresion arménica diagonal simple, la interaccion VDW, interacciones electrostaticas
modeladas por interacciones de Coulomb de cargas puntuales centradas en atomos y
energias diedras representadas con un conjunto de parametros, a menudo solo
especificados por los dos atomos centrales [92]. EI campo de fuerza tiene la siguiente

forma:
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Bpair = ) Jer(r=7eq) 4 D kg(6 = )’

bonds angles

(4.2)

v A:: B .

+ z — X [1 + cos(ng — y)] + %——Z+qlq}
) 2 R R?  €R;;
dihedrals . Y Y J

i<j

Aqui, 7.4 Y B4 SON parametros estructurales de equilibrio; k., kg, v, son
constantes de fuerza; n es multiplicidad y y es el &ngulo de fase para los parametros del
angulo de torsion. Los parametros A, B y g caracterizan los potenciales no enlazados.

Los resultados mostrados en las siguientes secciones fueron obtenidos
utilizando el campo de fuerza GAFF ya que tienen una buena reputacion para el estudio
de proteinas y acidos nucleicos [93].

4.3.1 Docking molecular entre proteinas y la molécula

funcionalizadora de un sensor SPR

Comprender los procesos involucrados en las interacciones de bhiomoléculas con
superficies en las que se adsorben biomoléculas tiene un valor cientifico y practico
significativo [94]-[96]. Muchas de las técnicas que se utilizan actualmente para la
investigacion de interacciones biomoleculares en sistemas modelo, como los complejos
antigeno-anticuerpo [97], el reconocimiento de polipéptidos o proteinas por receptor
celular [98] y la hibridacion de ADN se basan en la interaccion especifica entre
biomoléculas en la solucién en bulto y las especies adheridas a varios tipos de
superficies. Problemas practicos como la mejora de la sensibilidad y especificidad de
los inmunoensayos y la disminucion de la interaccion de las proteinas de los fluidos
humanos (sangre, lagrimas, saliva) con las superficies de los materiales para su uso en
implantes clinicos [99], lentes de contacto [100] y aleaciones dentales estan
relacionados con la actividad de adsorcion de proteinas y las propiedades superficiales.

Los métodos extremadamente sensibles disponibles para estudiar la interaccién
de una biomolécula con una superficie incluyen la técnica de resonancia de plasmoén de
superficie [101], [102], elipsometria [103], espectroscopia de fluorescencia de reflexion
interna total [104] y técnicas basadas con escaner de fluorescencia donde es necesario
el etiquetado de proteinas. Los anticuerpos ligados a enzimas [105] y los is6topos
radiactivos, por ejemplo, pueden detectar concentraciones del orden de picomolares de
analitos en una disolucion. Los limites de deteccion de estas técnicas no suelen estar

determinados ni por las reacciones bioquimicas especificas implicadas ni por las

72



CAPITULO 4 Resultados y Discusiones.

técnicas de medicion empleadas (fluorescencia, radiacion radiactiva, ondas
electromagnéticas de superficie evanescente o polarizacion de la luz) para observar la
adsorcion de proteinas. En la mayoria de los casos, la sensibilidad est4 limitada por la
adsorcion inespecifica de biomoléculas, que a su vez depende de las propiedades
biofisicas y quimicas de la superficie adsorbida.

Un método excelente para la investigacion in situ de la adsorcion de proteinas
es la resonancia de plasmén superficial (SPR) [101], [102]. Este método permite el
seguimiento directo, sin etiquetar el analito, de la cinética de las interacciones entre
proteinas y una superficie en tiempo real. La observacién de un cambio de SPR, durante
la formacién de la capa de proteina en una superficie, proporciona informacién sobre la
concentracion superficial de las proteinas.

Como se ha mencionado en esta tesis, la posicion minima de la curva SPR,
medida por el angulo de la luz incidente en la superficie del metal, depende de los
espesores e indices de refraccién de todos los componentes de la estructura de la capa
en la superficie del metal y de las propiedades Opticas del medio que esta en contacto
con la superficie de la muestra. Este fendbmeno se utiliza para medir la adsorcion de
proteinas en la superficie del oro modificado en tiempo real. Cuando el espesor de la
capa de proteina aumenta durante la adsorcion, los cambios de la reflectividad de la
curva SPR medida en el angulo de alto contraste corresponden a la cantidad de proteina
en la superficie.

El propésito de este capitulo es obtener el espesor de la capa de proteina que
se absorberia en un experimento, sobre la superficie de oro modificada por alcanotioles
con el grupo funcional terminal carboxilo (CO0™) gracias al acoplamiento amino con la
proteina. Para eso se llevé acabo la simulacion en Autodock de la interaccion (anclado)
entre la molécula MUA con tres proteinas diferentes: BSA, HSA y la proteina IgG1 b12

humana. Dichos resultados se presentan en las secciones a continuacion.

4.3.1.1 Interaccion entre el alcanotiol MUA y la proteinalgG1 b12 humana mediante
docking molecular

Para simular la fase 4 representada en la Figura 4.8, en la que se lleva a cabo la
interaccion entre el alcanotiol encargado de la prefuncionalizacion del sensor SPR y la
proteina encargada de reaccionar con el analito encontrado disolucion en bulto, se
utilizara el recurso de Autodock Vina en el que, con ayuda de la base de datos de Protein
Data Bank (PDB por sus siglas en inglés), se llevara a cabo la interaccién proteina-
molécula para encontrar los sitios de union méas probables. En esta seccién hablaremos

de la interaccién entre la proteina IgG1 b12 humana y la molécula 11-MUA.
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Para llevar a cabo este proceso se siguié una serie de pasos, los cuales son
representados en el diagrama de flujo en la Figura 4.9, los cuales consistieron en cargar
el archivo .pdb en Autodock de la proteina IgG1l b12 humana, con clave PDB: 1HZH
[106], libre de algun otro ligando y de cargas externas, para después seleccionar los
parametros necesarios para el docking, en este caso nos interesa mantener la proteina
en un pH = 4.7 el cual se utiliza en un buffer HEPES para un procedimiento de anclaje
de ésta proteinay evitar su desnaturalizacion [107], para esto, se hizo uso de la ecuacion
de Henderson—-Hasselbalch (4.3), la cual es usada para definir la carga de los
aminodcidos en la proteina a fin de obtener el pH deseado [108]:

A
pH = pK, + log (ﬁ) (4.3)

donde K, es la constante de disociacion del &cido débil, pK, = —logK,, ademas [HA] y
[A”] son las molaridades del acido débil y su base conjugada. De esta manera, se
analizé y se le asign6 una carga especifica a cada grupo de aminoacidos dentro de la
proteina.

A continuacion, se cargo6 el archivo .pdb del ligando obtenido en la optimizacién
geométrica en Avogadro Chemistry, en este caso MUA, y se definié que la proteina se
mantendria rigida, al contrario del ligando que sera flexible y libre de moverse. Por
ultimo, se selecciond las dimensiones de la caja mallado (Grid) en la que se lleva acabo
las interacciones, para esta tesis seleccionamos las dimensiones tales que se cubrieran
la proteina completa. De esta manera se le permiti6 al programa hacer los célculos
necesarios de interacciones electroestaticas entre la totalidad de la proteina y la
molécula 11-MUA, se programé el software tal que por cada corrida hiciera 10

repeticiones.
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Figura 4.9 Diagrama de flujo del proceso para el docking molecular entre la una proteina, como IgG1, BSA
y HSA (flexible y libre de moverse) y la molécula MUA (rigida) en Autodock Vina para la obtencién del sitio
mas probable de unién.

Los datos obtenidos fueron los 10 sitios de unibn mas probables por cada
repeticién en una corrida, aquellos que se requirieron menor energia para llevar a cabo
la interaccién. Autodock nos permite visualizar la molécula en 3D y los aminoacidos de
la proteina con los que interactud, especificando si ocurrieron interacciones de Van der
Waals, mostrados como aminoacidos cercanos a la molécula, o puentes de hidrégeno
(linea punteada color verde), como se muestra en la Figura 4.10.

Para una mejor visualizacién de las interacciones encontradas y, por lo tanto, un
mejor analisis, se hizo uso del recurso ProteinsPlus, el cual es un servidor que permite
visualizar interacciones en 2D entre proteina-ligando y distintas funciones mas [109]. De
esta manera logramos distinguir con mas certeza con cual grupo de la molécula
interaccionaron los aminoacidos de nuestra proteina, el grupo carboxilo o el grupo
sulfhidrilo (Figura 4.11), ya que el grupo tiol se encuentra en un enlace metalico con la

superficie de oro, sélo nos intereso los enlaces con el grupo carboxilo.
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Figura 4.10 Visualizacion en 3D de la molécula MUA y los aminoacidos con los que interaccioné al realizar
un docking con la proteina IgG1 b12. La molécula MUA se encuentra encerrada en una superficie gris. Se
muestran los aminoéacidos con los que ha interactuado por enlaces de Van der Waals y por puentes de
hidrégeno, los cuales se muestran con una linea punteada verde [110].
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Figura 4.11 Visualizacion en 2D obtenida en ProteinPlus de la molécula MUA y los aminoacidos con los
que interacciono al realizar un docking con la proteina IgG1 b12. Se muestran los aminoéacidos con los que
ha interactuado por enlaces de Van der Waals, representado por una linea verde, y por puentes de
hidrégeno, los cuales se muestran con una linea punteada negra [109].

Para cada proteina se realizaron 10 corridas obteniendo un total de 100 sitios de
unién mas probables. En la Tabla 4.1 se encuentran los resultados obtenidos del
docking molecular realizado entre la proteina 1gG1 b12 y el alcanotiol 11-MUA. Se
presentan 7 aminoacidos diferentes de la secuencia estructural de la inmunoglobulina
G1 bl2, estos fueron los aminoacidos con los que la molécula 11-MUA interaccion6
(aminoé&cido receptor), dichos aminoacidos fueron seleccionados al ser los que
requirieron una menor energia de unién (obtenida a través del software Autodock). Los
aminoacidos que se encuentran en estos resultados son: Arginina (Arg), Serina (Ser),
Lisina (Lys) y Glutamina (GIn). Con el fin de conseguir el tamafio de la proteina IgG1
b12 humana, medido a partir de los amino&cidos receptores, se utilizd el recurso
disponible en PDB, en el cual ademas de permitir visualizar e identificar la totalidad de
amino&cidos encontrados en la proteina, permite tomar distancia de aminoacido-
aminoécido, apoyandose del software Pymol, como es mostrado en Figura 4.12. Dichas
distancias medidas en A, se muestran en la Tabla 4.1 y fueron usadas como el espesor
de la monocapa de proteina IgG1 b12 humana adsorbida sobre la superficie SPR.

Adicionalmente, con el fin de ordenar los sitios de unién del mas al menos probable, se
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exponen las energias de union en kcal/mol, ademéas del numero de veces que cada
aminoacido se repitié en los 100 aminoacidos receptores obtenidos en el docking.

En esta tabla expuesta, encontramos un espesor minimo de 76.51 A para el
aminoéacido Ser280 y un espesor maximo de 142.63 A para el aminoacido GIn100,
teniendo asi una variacion en el espesor de la proteina HSA de Adysa = 66.09 A, es por
lo cual que fue necesario encontrar un promedio ponderado de los resultados obtenidos
para el espesor de BSA, tomando como factor de ponderamiento la energia de unién
obtenida, teniendo una mayor contribucién los espesores con menor energia y mayor
ndamero de repeticiones. El valor obtenido como promedio ponderado fue dgsp =
128.46 A, dicha informacién seré de utilidad en secciones posteriores.

Tabla 4.1 Resultados al realizar docking molecular entre IgG1 b12 y MUA. Se muestran los aminoacidos

receptores de la molécula MUA con menor energia de unién obtenidos en Autodock [110] y el espesor de
la proteina IgG1.

Aminodacido Aminoacido Espesor IgG1 No. Energia (kcal/mol)
Receptor Extremo (A) Repeticiones
Arg106 Trp104 136.75 12 -4.5
Serl71 Trpl04 131.11 3 -4.1
Lys228 Pro455 87.19 2 -4
GIn166 Trpl04 124.96 2 -4
Lys104 Trp104 130.11 2 -4.5
Ser280 Trpl04 76.51 1 -3.9
GIn100 Ser60 142.63 1 -4.3
Promedio ponderado: 128.46
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Figura 4.12 Uso del software PBD y Pymol para medir la distancia entre el aminoacido obtenido por
Autodock como uno de los sitios mas probables (Arg106M) y el aminoacido en el extremo opuesto de éste
(Trp104) obteniendo una distancia igual a 129.66 A.

4.3.1.2 Interaccion entre el alcanotiol MUA y las proteinas BSA y HSA mediante

docking molecular

Un procedimiento similar al expuesto en la seccién anterior se siguié para obtener los
diferentes sitios de unién entre BSA-MUA y HSA-MUA. Para la proteina BSA se utilizd
en archivo PBD: 4F5S y para HSA el archivo PDB: 1A06 [111], [112]. Para cada proteina
se utilizé un pH diferente basandose, nuevamente, en el pH utilizado en un anclaje
experimental. Para la proteina BSA se configuré el docking con un pH = 4.5 para un
buffer de Acetato de Potasio y el docking para la proteina HSA fue configurado con un
pH = 5.2 para un buffer de Acetato de Sodio [113], [114].

Los datos obtenidos fueron los 10 sitios de unién més probables por cada una
de las diez corridas por proteina. La visualizacion en 3D que Autodock nos permite lograr
de la molécula MUA y los aminoacidos con los que ha interaccionado se muestra en la

Figura 4.13a para la proteina BSA y en la Figura 4.13b para la proteina HSA.

78



CAPITULO 4 Resultados y Discusiones.

a) b)

Figura 4.13. Visualizacion en 3D de la molécula MUA y los aminoacidos con los que interaccion6 al
realizar un docking con la a) proteina BSA y b) la proteina HSA. La molécula MUA se encuentra
encerrada en una superficie gris. Se muestran los aminoacidos con los que ha interactuado por enlaces
de Van der Waals y puentes de hidrégeno [110].

Nuevamente, para distinguir con mas certeza con cual grupo de la molécula
interaccionaron los aminodacidos de nuestra proteina, se obtuvieron imagenes en 2D con
el servidor ProteinPlus de dichos enlaces de Van der Waals o puentes de hidrégeno con
la molécula MUA (Figura 4.14a para BSA y Figura 4.14b para HSA).
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Figura 4.14 Visualizacion en 2D obtenida en ProteinPlus de la molécula MUA y los aminoéacidos con los
que interaccion al realizar un docking a) con la proteina BSA y b) con la proteina HSA. Se muestran los
aminoacidos con los que ha interactuado por enlaces de Van der Waals, representado por una linea
verde, y por puentes de hidrégeno, los cuales se muestran con una linea punteada negra.

Para cada proteina se realizaron 10 corridas obteniendo un total de 100 sitios de
unién mas probables. En la Tabla 4.2 se encuentran los resultados obtenidos del
docking molecular realizado entre la proteina BSA y el alcanotiol 11-MUA. Se presentan
14 aminoacidos diferentes de la secuencia estructural de la proteina BSA, estos son los
aminoacidos receptores de la molécula 11-MUA, dichos aminoacidos fueron
seleccionados al ser los que requirieron una menor energia de union (obtenida a través
del software Autodock). Los aminoacidos que se encuentran en estos resultados son:
Tirosina (Tyr), Arginina (Arg), Valina (Val), Lisina (Lys), Leucina (Leu), Treonina (Thr),
Serina (Ser), Glicina (Gly) y Glutamina (GIn). Con el fin de conseguir el tamafio de la
proteina BSA, medido a partir de los aminoacidos receptores, se utiliz6 el recurso

disponible en PDB, el cual nos permitié6 tomar distancia de aminoacido-aminoacido.
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Dichas distancias medidas en A, se muestran en la Tabla 4.2 y fueron usadas como el
espesor de la monocapa de proteina BSA adsorbida sobre la superficie SPR.
Adicionalmente, con el fin de ordenar los sitios de unidn del mas al menos probable, se
exponen las energias de union en kcal/mol, ademéas del nimero de veces que cada
aminodcido se repitié en los 100 aminoacidos receptores obtenidos en el docking.

En la tabla mostrada, encontramos un espesor minimo de 47.2 A para el
aminoacido Ser453 y un espesor maximo de 75.26 A para el aminoacido Thr578,
teniendo asi una variacion en el espesor de la proteina HSA de Adysa = 28.06 A, es por
esto que fue necesario encontrar un promedio ponderado de los resultados obtenidos
para el espesor de BSA, tomando como factor de ponderamiento la energia de unién
obtenida, teniendo una mayor contribucion los espesores con menor energia y mayor
namero de repeticiones. El valor obtenido como promedio ponderado fue dgs, = 59.14 A

el cual sera utilizado en resultados presentados a continuacion.

Tabla 4.2 Resultados al realizar docking molecular entre BSA y MUA. Se muestran los aminoacidos
receptores de la molécula MUA con menor energia de union obtenidos en Autodock y el espesor de la
proteina BSA [110].

Aminoécido Aminoacido Espesor BSA No. Energia

Receptor Extremo (&) Repeticiones (kcal/mol)
Tyr137 Asp363 61.31 16 -5.4
Arg208 Asp562 63.45 16 -5.2
Val481 Asp56 50.81 10 -5.4
Tyr160 Ala583 52.59 10 -5.3
Lys350 Glul71 57.08 10 -5.4
Leu480 Glul71 49.77 7 -5.4
Tyr400 Ser58 63.26 7 -6.1
Thr578 Ser58 75.26 7 -6.1
Ser453 Ala55 47.2 3 -5.3
Arg347 Asp56 53.98 3 -5.3
Arg484 Asp56 56.31 3 -5.2
Arg185 Asp363 57.86 3 -5.2
Gly21 Asp364 59.53 3 -4.9
GIn579 Ser58 74.13 2 -6.2

Promedio Ponderado: 59.14

Para cada proteina se realizaron 10 corridas obteniendo un total de 100 sitios de
unién mas probables. En la Tabla 4.3 se encuentran los resultados obtenidos del
docking molecular realizado entre la proteina HSA y el alcanotiol 11-MUA. Se presentan
8 aminoacidos diferentes de la secuencia estructural de la proteina HSA, estos fueron
los aminoacidos receptores de la molécula 11-MUA, dichos aminoé&cidos fueron

seleccionados al ser los que requirieron una menor energia de union (obtenida a través
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del software Autodock). Los aminoacidos que se encuentran en estos resultados son:
Tirosina (Tyr), Valina (Val), Arginina (Arg) y Leucina (Leu). Con el fin de conseguir el
tamafio de la proteina HSA, se midieron las distancias entre aminoacido receptor y
aminoéacido extremo, dichas distancias medidas en A, se muestran en la Tabla 4.3 y
fueron usadas como el espesor de la monocapa de proteina HSA adsorbida sobre la
superficie SPR. Adicionalmente, con el fin de ordenar los sitios de unién del mas al
menos probable, se exponen las energias de union en kcal/mol, ademas del nimero de
veces que cada aminoécido se repitio en los 100 aminoacidos receptores obtenidos en
el docking.

En esta tabla expuesta, encontramos un espesor minimo de 44.06 A para el
aminoéacido Arg222 y un espesor maximo de 68.21 A para el aminoéacido Leu327,
teniendo asi una variacion en el espesor de la proteina HSA de Adysa = 24.15 A, es por
esto que fue necesario encontrar un promedio ponderado de los resultados obtenidos
para el espesor de HSA, tomando como factor de ponderamiento la energia de union
obtenida, teniendo una mayor contribucién los espesores con menor energia y mayor
ndmero de repeticiones. El valor obtenido como promedio ponderado fue dys, = 57.51 A

el cual sera utilizado en resultados presentados a continuacion.

Tabla 4.3 Resultados al realizar docking molecular entre HSA y MUA. Se muestran los aminoacidos
receptores de la molécula MUA con menor energia de unién obtenidos en Autodock y el espesor de la
proteina HSA [110].

Aminoécido Aminoacido Espesor No. Energia
Receptor Extremo HSA (A) Repeticiones (kcal/mol)
Tyr138 Ala364 62.74 13 -5.3
Val482 Asp56 50.43 5 5.1
Arg257 Ala582 54.82 5 5.1
Leu481 Alal72 494 3 -5.1
Arg209 Ala561 62.87 2 -4.9
Arg222 Ala92 44.06 1 -4.8
Arg186 Ser312 52.34 1 -5.1
Leu327 Thr566 68.21 1 -4.8

Promedio Ponderado: 57.51

4.4 Simulacion de curvas SPR para un biosensor SPR

En esta seccidn se hard una comparacion entre las curvas SPR obtenidas en cada una
de las distintas fases mostradas en la Figura 3.9 para cada una de las proteinas trabajas
(IgG1 b12, BSA y HSA), apoyandonos de los datos obtenidos en las optimizaciones
geométricas y los dockings moleculares presentados en anteriormente. Cristofolini

tradujo a cédigo para MatLab el programa propuesto por Yamamoto para sistemas de n
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capas, y aplico sus resultados al calculo de la intensidad de la luz reflejada por 4 capas
(un caso particular del modelo de n capas) [29], [115]. Haciendo algunas modificaciones
al ultimo, se trabaja aqui para sistemas de hasta 6 capas.

El mecanismo de sensado es el siguiente: luego de obtener una grafica de
reflectancia contra angulo como la de la Figura 2.1, se afiade una monocapa sobre la
superficie de oro, y se obtiene otra curva, cuyo valle estard desplazado a la derecha
como en la Figura 2.2. Consecuentemente, también cambiara el valor del angulo de
minima reflectancia. Como se estudié previamente, es en este angulo donde la
excitacion de los plasmones superficiales es mayor, lo que disminuye la cantidad de luz
reflejada. Al afladir material extra sobre la superficie de la pelicula de oro, los plasmones
tendrdn su maxima excitacion en un angulo distinto debido al cambio de indice de
refraccion. Para los cinco casos a considerar en este trabajo: 1) Vidrio/Oro/MUA/Buffer,
Vidrio/Oro/MUA/EDC/Buffer, 2) Vidrio/Oro/MUA/NHS/Buffer, 3) Vidrio/Oro/MUA/Protei-
nal/Buffer y 4) Vidrio/Oro/MUA/Proteinal/Proteina2/Buffer, luego de agregar cada
monocapa organica ocurrird un corrimiento a la derecha de dicho angulo SPR.

Los valores de los indices de refraccion de las monocapas MUA, EDC y NHS se
obtienen de los resultados presentados por ChemSpider [116]-[118], y del espesor
corresponde al obtenido en Avogadro Chemistry. Para la monocapa de la proteina 1 se
usan valores del indice de refraccion distintos segun cada caso, IgG1 b12, BSA o HSA,
y corresponden a los presentados por Cullen et al para cada una de las proteinas [119].
En la Figura 4.15 se presenta el resultado del calculo para un modelo idealizado de
montaje de 5 capas: Vidrio/Oro/MUA/Proteinal/Buffer para el anticuerpo IgG1 b12 (n =
1.542), el espesor de dicha proteina lo variamos con los 7 espesores obtenidos con
Autodock y Pymol en Tabla 4.1, cada color representa la curva SPR obtenida
correspondiente a cada espesor de 76.1, 87.19, 124.96, 130.11, 131.11, 136.75, 142.63
A. En la gréfica inserta de la Figura 4.15 se muestra un acercamiento del
comportamiento de los angulos de resonancia (6spr) que muestra valores de 68.78,
69.06, 70.07, 70.21,70.23, 70.39 y 70.55°, respectivamente. Observamos de manera
general que la curva SPR se desplaza hacia la derecha cuando los espesores de la
pelicula son mayores. Por tanto, el fendbmeno SPR nos puede dar informacién del
aminoacido receptor mas probable de la proteina bajo estudio y el alcanotiol 11-MUA.

Debido a que el sistema propuesto para la simulacion del biosensor SPR se basa
en un método de inmovilizacién covalente aleatorio, es decir, que el sitio de union entre
la proteina bioreceptora y la superficie del sensor puede ocurrir en cualquier parte de la
proteina indistintamente, se ha obtenido un rango de variacion en el espesor de la
monocapa adsorbida de 66.09 A mediante las simulaciones en Autodock. En

consecuencia, las 7 curvas SPR presentadas en la Figura 4.15 muestran una
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variabilidad en el angulo SPR de 1.77°. No obstante, con el propésito de realizar un
andlisis més preciso, se tomara en cuenta el espesor promedio adsorbido, obtenido
como el promedio ponderado de los distintos espesores mostrados en Tabla 4.2, con
un espesor de 128.46A. Los codigos utilizados en este capitulo se encuentran
disponibles en un repositorio de Github (hacer click o dirigirse a
https://github.com/karenrmedel/Curva_SPR_Biosensores).

En cada una de las siguientes figuras, se muestran las respuestas esperadas del
dispositivo sensor luego de agregar cada monocapa. Se toma en cuenta primero un
prisma de vidrio (medio 1), con un depdsito de pelicula de oro de espesor ~47 nm sobre
su superficie plana (medio 2). Sobre esta pelicula de oro se van afiadiendo las diferentes
monocapas, quedando siempre la solucion buffer como Ultimo medio (medio 3 — 6).
Cabe aclarar que los indices de refraccion utilizados en esta tesis son medidos con una
longitud de onda igual a A = 633 nm, que corresponde para un laser He-Ne.

Para nuestro primer sistema en el que trabajamos con la proteina IgG1 b12,
como punto de partida, se muestra el montaje méas sencillo (linea negra sélida, Figura
4.16): vidrio (n = 1.723), oro (i = 0.1726 +i3.4218, d = 47 nm) y buffer HEPES (n =
1.3341). La linea negra punteada representa el célculo obtenido al afiadir el compuesto
que permiten el enlace de las proteinas ligando a la superficie metalica: MUA (n = 1.483,
d = 15.23 A); estos son considerados como una sola monocapa (SAM). Para la siguiente
fase, la linea azul eléctrica sélida representa el resultado obtenido al afadir el primer
compuesto para activar el grupo carboxilo del alcanotiol: EDC (n = 1.459, d = 2.104 A).
Seguido de esto, la linea azul eléctrica segmentada, representa el calculo conseguido
al anadir el segundo compuesto para activar el grupo carboxilo: NHS (n = 1.6, d =
5.76 A); retirando la monocapa anterior EDC. Por su parte, la linea negra segmentada-
punteada representa el resultado de afadir a la anterior, y antes del buffer, una
monocapa de proteina IgG1 b12 (n = 1.542) para esta ocasion se selecciond el espesor
promedio de la pelicula (digg; = 128.46 A), obteniendo un 81961 = 70.16°, cabe sefialar
que la monocapa del compuesto NHS fue retirada para este calculo. Por dltimo, la linea
negra segmentada representa las monocapas anteriores mas otra monocapa de la
proteina gp120 la cual es el antigeno para IgG1 b12, una glucoproteina hallada en la
superficie del virus VIH, esta proteina es la encargada de que ocurra la interaccion
anticuerpo-antigeno con el anticuerpo (n = 1.4555, d = 19.30A) [120], [121]. Para
finalmente, encontrar un angulo SPR 6,1, = 70.54° para el sistema biosensor de 6

capas.
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Figura 4.15 Intensidad de reflectancia de salida del sensor SPR calculada para un sistema de 5 capas:
vidrio/oro/monocapa de MUA/monocapa de IgG1 b12/buffer HEPES para distintos espesores (uniones mas
probables) calculados de la proteina IgG1 b12.
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Figura 4.16 Intensidad reflectancia de salida del biosensor SPR (IgGl bl2 — gpl20) calculada
considerando distintas las 5 etapas (véase Figura 4.1 y Figura 4.8).
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Posteriormente, la Figura 4.17 muestra el resultado de la curva SPR para 5
capas: Vidrio/Oro/MUA/Proteinal/Buffer para la proteina BSA (n = 1.575), el espesor
de dicha proteina lo variamos con los 15 espesores obtenidos con Autodock y Pymol en
Tabla 4.2, para la solucion buffer se utilizé Acetato de Potasio (n = 1.37) [122]. Cada
color representa la curva SPR obtenida correspondiente a cada espesor de 47.2, 49.77,
50.81, 52.59, 53.98, 56.31, 57.08, 57.86, 59.53, 61.31, 63.26, 63.45, 74.13, 75.26 A. En
la gréafica inserta de la Figura 4.17 se muestra un acercamiento del comportamiento de
los angulos de resonancia (6spr) que muestra valores de 73.51, 73.59, 73.62, 73.62,
73.67, 73.71, 73.78, 73.81, 73.83, 73.88, 73.93, 73.99, 74, 7432 y 74.36°,
respectivamente. Observamos de manera general que la curva SPR se desplaza hacia
la derecha cuando los espesores de la pelicula son mayores. Por tanto, el fendbmeno
SPR nos puede dar informacion del aminoacido receptor més probable de la proteina
bajo estudio y el alcanotiol 11-MUA.

Se ha obtenido un rango de variacion en el espesor de la monocapa adsorbida
de proteina igual a 28.06 A mediante las simulaciones en Autodock. En consecuencia,
las 15 curvas SPR presentadas en la Figura 4.17 muestran una variabilidad en el angulo
SPR de 0.85°. Sin embargo, con el propdésito de realizar un andlisis mas preciso, se

tomara en cuenta el espesor promedio mostrado en la Tabla 4.2.
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Figura 4.17 Intensidad de salida del sensor SPR calculada para un sistema de 5 capas:
vidrio/oro/monocapa de MUA/monocapa de BSA/buffer acetato de potasio, para distintos espesores
calculados de la proteina BSA.
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De la misma manera, la Figura 4.18 representa la curva obtenida para el modelo
de 5 capas para la proteina Vidrio/Oro/MUA/Proteinal/Buffer para la proteina HSA (n =
1.575), el espesor de dicha proteina lo variamos con los 8 espesores obtenidos con
Autodock y Pymol en Tabla 4.3, para la solucién buffer se utilizé Acetato de Sodio (n =
1.3525) [123]. Cada color representa la curva SPR obtenida correspondiente a cada
espesor de 44.06, 49.4, 50.43, 52.34, 54.83, 62.74, 62.87 y 68.21 A. En la gréafica inserta
de la Figura 4.18 se muestra un acercamiento del comportamiento de los &ngulos de
resonancia (6spr) que muestra valores de 70.75, 70.91, 70.94, 70.99, 71.07, 71.3, 71.31,
71.47 °, respectivamente. Observamos de manera general que la curva SPR se
desplaza hacia la derecha cuando los espesores de la pelicula son mayores. Por tanto,
el fenobmeno SPR nos puede dar informacion del aminoacido receptor mas probable de
la proteina bajo estudio y el alcanotiol 11-MUA.

Se ha obtenido un rango de variacion en el espesor de la monocapa adsorbida
de proteina igual a 24.15 A mediante las simulaciones en Autodock. En consecuencia,
las 8 curvas SPR presentadas en la Figura 4.18 muestran una variabilidad en el &ngulo
SPR de 0.72°. Sin embargo, con el propésito de realizar un andlisis mas preciso, se
tomara en cuenta el espesor promedio calculado en la Tabla 4.3 como el promedio

ponderado de los espesores obtenidos en Autodock.
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Figura 4.18 Intensidad de reflectancia de salida del sensor SPR calculada para un sistema de 5 capas:
vidrio/oro/monocapa de MUA/monocapa de HSA/buffer acetato de sodio, para distintos espesores
calculados de la proteina HSA.

A continuacion, presentamos la curva SPR para las diferentes fases del sensor,
repitiendo el proceso para la inmunoglobulina anteriormente. Para el segundo sistema
en el que trabajamos, utilizamos la proteina BSA. Como punto de partida, se muestra el
montaje mas sencillo (linea negra soélida, Figura 4.19): vidrio/oro/buffer Acetato de
Potasio (n = 1.37). La linea negra punteada representa el calculo obtenido al afiadir el
compuesto que permiten el enlace de las proteinas ligando a la superficie metalica:
MUA. Para la siguiente fase, la linea azul solida representa el resultado obtenido al
anadir el primer compuesto para activar el grupo carboxilo del alcanotiol: EDC. Seguido
de esto, la linea azul segmentada, representa el calculo conseguido al afiadir el segundo
compuesto para activar el grupo carboxilo: NHS; retirando la capa anterior EDC. Por su
parte, la linea negra segmentada-punteada representa el resultado de afiadir a la
anterior, y antes del buffer, una monocapa de BSA (n = 1.575) para esta ocasién se
selecciond el espesor promedio de la pelicula obtenida con los sitios de union mas
probable (dzss = 59.14 A), obteniendo un angulo SPR 0, = 73.87°, cabe sefialar que
la capa del compuesto NHS fue retirada para este calculo. Por ultimo, la linea negra
segmentada representa las capas anteriores mas otra monocapa de la proteina anti-
BSA, esta proteina es la encargada de que ocurra la interaccién anticuerpo-antigeno
con el anticuerpo (n = 1.542, d,;;_psa = 40 A), como resultado se obtuvo el &ngulo SPR
para esta fase del biosensor igual a 8,,;;_gsa = 75.08°. Siguiendo la misma dinamica
para la proteina HSA, ahora para el espesor promedio obtenido para HSA (n = 1.575,
dyss = 57.51A) y anti-HSA (n = 1.542, d,;;i_ysa = 55 A), se obtuvieron las curvas SPR

de las diferentes etapas mostradas en la Figura 4.20, con angulos SPR 6y¢4 = 71.15°

Y Ounii—usa = 72.84° respectivamente [124].
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SIMULACION CURVA SPR MUA+BSA(59.14 A)+antiBSA(40 A)+Acetato de Potasio
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Figura 4.19 Intensidad de salida del biosensor SPR (BSA — antiBSA) calculada considerando distintas
etapas.
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SIMULACION CURVA SPR MUA+HSA(57.51 A)+antiHSA(55 A)+Acetato de Potasio
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Figura 4.20 Intensidad de salida del biosensor SPR (HSA — antiHSA) calculada considerando distintas
etapas.

Con motivo de analizar y comprar las respuestas de los tres biosensores propuestos, se
obtuvieron las curvas SPR para los sistemas IgG1-gp120, BSA-antiBSA, HSA-antiHSA
utilizando un mismo buffer con pH neutro para las proteinas (buffer HEPES pH = 7.4), y
de esta manera obtener el rango de variacidon de angulo SPR entre los distintos
biosensores, dicho arreglo se muestra en la Figura 4.12. En la figura podemos notar
que el angulo SPR para las proteinas bioreceptoras, 1gG1 bl2, BSA y HSA son
70.16° 68.54°, 68.49° respectivamente. Luego, haciendo la simulacion para un sistema
en el que las proteinas bioreceptoras han interaccionado con su respectivo analito:
gp120, antiBSA y antiHSA, se obtuvo los angulos SPR iguales a 70.54°,69.77°,70.19°,
consiguiendo de esta manera un cambio en el angulo SPR de 0.38°1.23°1.70°

respectivamente.

Asi mismo, podemos notar que la regién lineal para este conjunto de curvas SPR se
encuentra en la vecindad del &ngulo 6, = 67° el cual llamaremos angulo de alto
contraste, mencionado anteriormente en la Seccién 2.3. Este angulo, que coincide con
el 20% de la reflectancia, es el angulo que nos permitiria relacionar proporcionalmente
la reflectancia con el indice de refraccion de la muestra a analizar en un experimento de

microarreglos con estas tres proteinas propuestas, como se mostré en la ecuacion
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(2.19). Esta informacion fue colocada en la Tabla 4.4, en la que se presenta la diferencia
de la reflectancia en el angulo de alto contraste para cada anticuerpo con su respectivo
antigeno, encontrando que la diferencia de reflectancia para el sistema IgG1 b12/gp120
es AR = 5.49 %, para HSA/antiHSA es AR =32.78% y para BSA/antiBSA es AR =
24.77 %. Con esta informacion podemos afirmar que existe la posibilidad de crear un
microarreglo utilizando estas tres proteinas, obteniendo la respuesta del sensor a un

angulo fijo igual al angulo de alto contraste 8, = 67°.
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Figura 4.21 Intensidad de salida del sensor SPR para tres biosensores propuestos (IgG1 b12-gp120, HSA-
antiHSA, BSA-antiBSA) calculada considerando una solucion de buffer HEPES.

Tabla 4.4 Diferencia en la reflectancia y angulo A8, del biosensor con capas adsorbidas MUA-antigeno y
su interaccion con su anticuerpo en el &ngulo de alto contraste 8.

S Rl e “"”””

1gG1b12 51.47 70.16 gpl20/IgG1lb12 56.96 70.54
HSA 19.03 68.49  Anti-HSA/HSA 5181 70.19 3278 1.70
BSA 20.03 68.54  Anti-BSA/BSA 4480 69.77 2477 1.23
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Conclusiones

En este trabajo, presentamos un estudio tedrico de la interaccion de la luz con un
sistema SPR de hasta 6 capas, utilizando las ecuaciones de Fresnel y un modelo
general para el calculo de la reflexion de la luz por medios estratificados (Hansen, 1967
y Abelés, 1950). De esta manera, se simularon las curvas de calibracion de un sensor
SPR, obteniendo un factor de sensibilidad de m = 72.4178 °/RIU.

Se simulé la respuesta del biosensor SPR para una interaccién antigeno-
anticuerpo para tres proteinas diferentes, IgG1 b12, BSAy HSA. Para llevar a cabo esta
tarea, fue necesario proponer un protocolo de prefuncionalizacion y funcionalizacién de
la superficie sensora. Asi mismo, se realiz6 una simulacion de las interacciones de Van
der Waals y puentes de hidrégeno entre la monocapa orgénica con grupos carboxilo-
terminales MUA y las proteinas encargadas del reconocimiento biolégico entre
antigeno-anticuerpo a través de Autodock Vina, para obtener los sitios de unién entre el
compuesto MUA vy dichas proteinas. Ademas de realizar una optimizacion geométrica
en Avogadro Chemistry para los dos compuestos (EDC y NHS) encargados de la
activacion quimica del grupo carboxilo del alcanotiol MUA para dar lugar al acoplamiento
amino. De esta manera, se obtuvieron los espesores de las peliculas adsorbidas en el
biosensor para cada una de las etapas del protocolo de funcionalizacién. El espesor
total de la pelicula funcional (MUA/EDC/NHS) fue cercano a 23 A.

Asi mismo, se determinaron las regiones mas probables de interaccién de MUA
con tres proteinas (HSA, BSA e IgG) a través del software Autodock Vina. Determinando
los siguientes parametros, para la monocapa de proteina IgG tiene un espesor promedio

digc = 128.46 A, para la proteina BSA un dgss = 59.14 A y para la proteina HSA un
espesor dygsa = 57.51 A.

Seguidamente, se logroé replicar y complementar las curvas de calibracion de un
sensor SPR elaboradas experimentalmente (Jung et al., 1998), obteniendo los distintos
angulos SPR para una serie de indices de refraccion de diferentes concentraciones de
etanol diluido en agua. Se consigui6é obtener una réplica de las curvas experimentales
en la region lineal y no lineal. Asimismo, se desarroll6 y analiz6 el modelo propuesto por
Jung et al. 1998 para cuantificar el nimero de proteinas soluto que interactian con la
superficie del sensor SPR.

Finalmente, se muestra las respuestas del dispositivo sensor luego de agregar
cada monocapa sobre la superficie del biosensor necesarias para el anclado covalente
de los tres antigenos 1gG, BSA y HSA propuestos en esta tesis. Se observa mediante la

simulacion de curvas SPR que las diferentes capas adsorbidas para una correcta
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funcionalizacion de proteinas se ubican en la regién lineal con un cambio en la respuesta

SPR de entre 1.7° a 0.38° y encontramos los siguientes pardmetros: para la monocapa
de moléculas organicas como MUA, EDC y NHS los espesores dyys = 15.23 A,
dgpc = 2.104 Ay dyus = 5.76 A respectivamente. Para la monocapa de proteina 1gG

un espesor digg = 128.46 Ay un angulo minino SPR de 0149¢ = 70.16°; para la proteina

BSA un dgsa = 59.14 Ay un O35, = 73.87°y para la proteina HSA un espesor dysa =

57.51 Ay un 8,5, = 71.15°. Observamos de manera general un desplazamiento de las
curvas SPR del 6, del biosensor de HSA cuando interacciona con el antigeno-HSA de
Abg,, = 1.7°, para el biosensor de BSA con su correspondiente antigeno de Aby,, =
1.22° y para el biosensor de IgG b12 con el antigeno gp120 de Abs,, = 0.38°. Asi
mismo, se obtuvo que en un buffer neutro (HEPES), los tres biosensores propuestos se
encuentran en la region lineal, con un angulo de contraste 8, = 67°. Consiguiendo asi
que el cambio de reflectancia para el sistema IgG1 b12/gp120 es AR = 5.49 %, para
HSA/antiHSA es AR = 32.78 % y para BSA/antiBSA es AR = 24.77 %. Lo que da a
lugar diferentes propuestas de actividades para la continuacion de este trabajo, como lo
es la elaboraciéon de microarreglo de inmunosensores de las proteinas BSA, HSA e
IgG1, la comparacion experimental de estos tres biosensores propuestos en esta tesis,
la cuantificacion de proteinas adsorbidas en la superficie y la determinacion la relacion

constante de adsorcion, desorcién y equilibrio de los inmunosensores.
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