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1. Indice de Abreviaturas

’ Abreviatura \ Significado

SUH Sindrome Urémico Hemolitico

STEC Escherichia coli productora de Toxina Shiga

SPNP Nanoparticulas superparamagnéticas

Ac Anticuerpo

Ag Antigeno

FTIR Infrarrojos por transformada de Fourier

BSA Albtimina sérica bovina

GLU Glutaraldehido

Si0, Oxido de silicio

Au Oro

S Estreptavidina

SAM Monocapas auto-ensambladas / Self-assembled monolayers
MUA Acido mercapto undecanoico / 11-mercaptoundecandico
SDS Dodecilsulfato sédico

NHS N-Hidroxisuccinimida

EDC 1-etil-3-(3-dimetil propil) carbodiimida

PM Protein Plus Protein’™ dual color standars.

APTES (3-Aminopropil) trietoxisilano

PBS Disolucién reguladora de fosfato

PDMS Polidimetilsiloxano

NSB Uniones no especificas / Non Specific Binding

SPR Resonancia de plasmén superficial / Surface plasmon resonance
IgG Inmunoglobulina G

RGB (Red, Green, Blue) capas rojo, verde y azul de las imagenes

Cuadro 1: Significados de abreviaturas que se usaran en el documento
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2. Resumen

Un biosensor es una herramienta capaz de detectar procesos bioldgicos y expresar-
los en senales eléctricas, 6pticas y mecanicas de facil deteccion y cuantificacién, como
puede ser una variacién de tension. Este se puede descomponer en las siguientes tres
partes funcionales:

1. Biorreceptor: superficie que se encuentra en contacto directo con la muestra.
Puede ser un anticuerpo, enzimas, células, entre otros.

2. Transductor: el encargado de expresar la interaccién bioldgica en una senal
cuantificable

3. Adquisicién y amplificacién de la senal

El resultado de la interaccion especifica entre la muestra del analito y el bioreceptor
produce un cambio en las propiedades fisicoquimicas en la interfaz generada por
este ultimo y el transductor, y donde esta senal se cuantifica mediante un sistema
electrénico de adquisicion, amplificacién y procesado de datos. La intima unién entre
el elemento bioldgico y el transductor, es lo que le da al biosensor su sensibilidad
y selectividad, lo que junto a la capacidad de automatizaciéon del sistema, permite
obtener respuestas rapidas y bajos costos, dandole a esta tecnologia ventajas frente
a lo sistemas analiticos convencionales.

El objetivo de esta tesis fue el de implementar y perfeccionar la funcionalizacion
de superficies para la inmovilizacién de anticuerpos, para su uso como biorreceptor
en procesos biolégicos. Este trabajo se realizé en el Departamento de Micro y Nano-
tecnologia, Centro Atéomico Constituyentes, Comisiéon Nacional de Energia Atémica
como parte de un proyecto mayor, uMaglLab, que consiste en en el desarrollo de un
biosensor magnético para la deteccién de E. coli productora de la toxina Shiga. Lo
novedoso de este biosensor miniaturizado, también conocido como Lab-on-Chip, es
su capacidad de transportar de una manera controlada nanoparticulas superpara-
magnéticas (SPNP) mediante un campo magnético. La sefial que luego detectaremos
es la concentracién o presencia de SPNP. Esto se logra debido a que dichas SPNP
estan unidas a un anticuerpo que se une de manera especifica a nuestra proteina de
interés.

Los biosensores pueden ser utilizados para la deteccion de muchas enfermedades,
pero este proyecto en especial busca crear un nuevo método de diagndstico para el
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), una enfermedad muy presente en la Argentina.
Para que una persona contraiga una enfermedad generalmente es necesario contar
con miles de microorganismos. Para lograr esto con la toxina Shiga son necesarios
solamente 10. Por esta razon esta toxina es la responsable de la mayoria de los casos
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de SUH en el pais , que es la principal razon de trasplantes renales en ninos que se
contagiaron a través del consumo de alimentos infectados [1].

La tecnologia propuesta en este trabajo tiene la capacidad de generar sistemas
automatizados que obtienen respuestas rapidas, lo que permite que centros médicos
de baja complejidad e incluso personal sin un alto grado de capacitacion sean capaces
de realizar estas pruebas. En un pais tan grande territorialmente y tan centralizado
como es Argentina, es importante contar con herramientas faciles y accesibles para
todos. Muchas regiones del pais cuentan con sistemas de salud precarios y el tiempo
que se puede perder en enviar muestras hasta Buenos Aires puede ser muy riesgoso
para el paciente. Aunque el SUH es una afeccién grave, con un tratamiento adecuado
y precoz se puede conducir a una recuperacién completa, por lo que el diagndstico
temprano es indispensable.

Dadas las necesidades mencionadas, el biosensor magnético viene a agilizar el
proceso de diagnostico dado la simplicidad de su uso. Por su diseno compacto y
portable facilita su distribucion por todo el territorio Argentino y también ahorra
muestras y reactivos. Para lograr su correcto funcionamiento es de vital importancia
la especificidad del biosensor para evitar los falsos positivos o falsos negativos y
lograr que sea una herramienta confiable y de utilidad. Para poder brindarle una
alta especificidad al biosensor se debe lograr la correcta funcionalizacion del mismo,
objetivo central de este proyecto.

A lo largo de este trabajo se explicaran los fundamentos teéricos que respaldan los
procedimientos realizados, los materiales y técnicas utilizados sobre cada superficie
para el pegado de los anticuerpos y los métodos de cuantificacion de resultados.
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4. Planificacion

| Tarcas/Meses (1 ]2 3[4 ]5][6 |7 [8]9]10]11]12]
Lectura de material bibliografico X | X[ X XX | X [ X
Discusion y armado de protocolos X | X
Funcionalizaciéon y Caracterizacion XX X[ X[X]|X[X
Trabajo en sala limpia XX [|X|X
Escritura de Tesis XXX | X [ X

Cuadro 2: Planificacion de tareas y estimaciones de duracién
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5. Marco teorico

La integracién de uno o varios andlisis, que generalmente se realizan en un labora-
torio, en un dispositivo miniaturizado es conocida bajo el nombre de Lab-on-a-Chip.
Las principales ventajas ofrecidas por este tipo de plataformas recaen sobre su sim-
plicidad de uso, ahorro de muestra de partida y tiempo. Asimismo, se presentan en
sistemas compactos y portables. La capacidad de este tipo de sensores de recono-
cer especificamente una molécula blanco, viene dada por anticuerpos unidos a su
superficie que reconocen a la biomolécula de interés.

En este proyecto se propone construir una plataforma que brinde a un biosen-
sor la especificidad necesaria para la deteccion de biomoléculas, para su uso en el
diagnéstico temprano de enfermedades de interés para la region.

En la Argentina se registran aproximadamente 400 a 500 nuevos casos por ano
de sindrome urémico hemolitico (SUH) de los cuales el 5% deriva en la muerte del
paciente. En nuestro pais concentramos el 51 % de afectados en todo el mundo [2].

Este sindrome es la primera causa de insuficiencia renal aguda en ninos menores
de 5 anos y la segunda de insuficiencia renal crénica; ademads es responsable del 20 %
de los trasplantes renales en ninos y adolescentes. Se contagia a través del consu-
mo de alimentos contaminados con determinadas cepas de la bacteria Escherichia
coli capaces de producir la toxina Shiga. La transmisién de este grupo de bacterias
principalmente ocurre por ingerir alimentos que han estado en contacto con ganado
y su estiércol. También se ha verificado la transmisiéon directa de persona a persona
e indirecta, por ejemplo, por cambio de panales en jardines de infantes y uso de
aguas recreativas [I]. Para lograr una buena recuperacién de los pacientes es funda-
mental la deteccion precoz, por lo que contar con un buen sistema de diagnéstico es
indispensable.

En la actualidad, para asegurar el correcto diagnoéstico son necesarias pruebas
positivas del patéogeno en materia fecal, la deteccion de la toxina Shiga libre en
materia fecal y la deteccién de anticuerpos en suero. Esto convierte al diagnostico
en un proceso lento y costoso que no se encuentra al alcance de la poblacién en ciertas
regiones del pais dado que requiere de equipamiento sofisticado, que se encuentra
centralizado en los grandes laboratorios [3].

Considerando estas limitaciones, la CNEA (Comisién Nacional de Energia Atémi-
ca) busca desarrollar un sistema de deteccién mas eficiente, un proyecto multidisci-
plinario llamado uMagLab. Se trata de un Lab-on-a-chip que permita una deteccion
de la bacteria y/o la toxina mediante su unién a anticuerpos especificos con resul-

11
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tados de alta sensibilidad y veloces con solo una pequena muestra. Este tipo de
tecnologia permite crear sensores portables y de facil uso, por lo que no se requeriria
personal altamente capacitado para su operacion. El disenio se basa en el uso de
nanoparticulas magnéticas que se unirdn a la proteina que uno quiere encontrar.
Con esto, se procede a hacer un sensado para confirmar la presencia de la bacte-
ria y poder emitir un diagnodstico. Ademas, su portabilidad permitird que cualquier
centro de salud del pais tenga acceso, incluso aquellos de baja complejidad. Estas
cualidades son indispensables para un pais como el nuestro, con un territorio tan
amplio, y una desigualdad en los servicios de salud a lo largo del pais [4].

Como ingenieras, buscamos combinar la tecnologia, la eficiencia y la innovacion
para lograr avances en la medicina que puedan mejorar la calidad de vida de las
personas. Creemos también que es de suma importancia que la salud esté disponible
en cualquier region de nuestro pais y es indispensable que la misma sea de calidad.
Este proyecto busca combinar la tecnologia, el conocimiento y la innovacién con
el fin de crear un sistema que salve vidas con un diagnéstico agil y eficaz. Con la
cantidad de casos nuevos que surgen ano a ano y la importancia de una deteccion
temprana, creemos que es importante mejorar la portabilidad y agilidad del método
como también reducir los costos para lograr ayudar a la mayor cantidad de gente.

Personalmente, creemos que la aplicacion de la tecnologia Lab-on-chip en el
diagnostico es una necesaria innovacién para el sistema de salud. Un temprano
y correcto diagndstico es casi tan importante como una cura. Encontramos este
proyecto sumamente desafiante y nos motiva enormemente poder aportar nuestro
conocimiento y energias para lograr cumplir con este proyecto.

12



Proyecto Final de Carrera - [TBA 5 Marco tedrico

5.1. Sindrome urémico hemolitico

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una afeccién que suele producirse
cuando toxinas bacterianas que se encuentran de manera natural en el intestino del
ganado bovino entran al torrente sanguineo humano y danan capilares sanguineos.
Esto puede dar lugar a que los glomérulos de los rinones se obstruyan con plaquetas
y glébulos rojos danados. Es la primera causa de insuficiencia renal aguda en edad
pediatrica y la segunda de insuficiencia renal crénica; ademas es responsable del
20 % de los trasplantes renales en ninos y adolescentes [2]. Aunque principalmente
son los ninos los mas afectados por este sindrome, cualquier persona puede contraer

el SUH.

La infeccién por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es la prin-
cipal causa de SUH (40 % de los casos) siendo Escherichia Coli O157:H7 el serotipo
predominante.

Esta enfermedad se contagia a través del consumo de alimentos infectados 6 al
ingerir alimentos que han estado en contacto con ganado y su estiércol. También se
ha verificado la transmisién directa de persona a persona e indirecta, por ejemplo,
por cambio de panales en jardines de infantes y uso de aguas recreativas. Una vez
que STEC ingresa al organismo las manifestaciones clinicas comienzan 3 a 4 dias
después, con dolores abdominales y diarrea acuosa que en los dias siguientes puede
progresar a diarrea diaria y a menudo sanguinolenta [50] [2].

Entre los alimentos asociados a brotes de SUH se encuentran ademas de las
carnes, el agua (incluso agua de red deficientemente tratada), la leche cruda y sus
derivados sin pasteurizar, las frutas y verduras (melones, lechuga, espinacas, coles,
brotes de soja y alfalfa), jugos de fruta no pasteurizados, yogur, mayonesa, embutidos
fermentados, entre otros.

El Sindrome Urémico Hemolitico es una afeccion grave, pero el tratamiento opor-
tuno, apropiado y temprano puede conducir a una recuperaciéon completa, especial-
mente en los ninos. Actualmente en Argentina se registran aproximadamente de
400 a 500 casos anuales del SUH, lo que concentra el 51 % de los infectados a nivel
mundial [2].

El tinico tratamiento aprobado en la actualidad para los pacientes es de sostén.
Incluye el control de fluidos y electrolitos, mantener una baja presion arterial y el
uso de dialisis y transfusiones acordes al estado de los rinones y anemia. Dado que
el tratamiento con antibiéticos, medicamentos que inhiben la motilidad intestinal y
agentes antidiarréicos se encuentran contraindicados frente a esta enfermedad, por
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presentar mayor nimero de complicaciones y prolongaciones de la sintomatologia,
es de primordial importancia un réapido diagnostico de la enfermedad [50].
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5.2. Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico de pequeno tamano capaz de transformar
procesos bioldgicos en senales cuantificables del tipo eléctricas, dpticas y mecanicas
entre otras. El biosensor esta en contacto directo con la muestra a través de un siste-
ma biolégico de reconocimiento especifico inmovilizado, conocido como biorreceptor,
que puede ser un anticuerpo, enzimas, células, entre otros, que al mismo tiempo esta
en contacto con un sistema transductor, que es el encargado de convertir la interac-
cién biolégica en una senal cuantificable. La intima unién entre el elemento biolégico
y el transductor, es lo que le da al biosensor su sensibilidad y selectividad, lo que jun-
to a la capacidad de automatizacién del sistema, permite obtener respuestas rapidas
y bajos costos, con altos niveles de sensibilidad y especificidad.

En la Figura se puede observar el esquema general de un biosensor [5]. El resul-
tado de la interaccién especifica entre la muestra del analito y el bioreceptor produce
un cambio en las propiedades fisicoquimicas en la interfaz generada por el transduc-
tor y el bioreceptor, y esta senal se cuantifica mediante un sistema electrénico de
adquisicién, amplificacién y procesado de datos [5] [6].

’_
- =
¢

Muestria Capa Bioreceptora  Transductor Parte electrnica

Figura 1: Esquema tipico de un biosensor [5]

En base al fundamento del transductor, los biosensores se pueden clasificar en:

= Flectroguimicos: en estos biosensores el mecanismo de transduccion se basa
en el proceso de catalisis, generalmente enzimético, en el que la presencia
de electrones, iones o compuestos con estados de oxidacion variables, son o
consumidos o generados, provocando un cambio electroquimico proporcional
a la concentracién del analito.

] Optz'cos: se utilizan transductores que pueden medir variaciones de fluores-
cencia, luminiscencia, absorcién, refleccién, entre otras, ante la reaccion de
reconocimiento molecular sobre la superficie. La concentracion del analito se
relaciona luego con la senal medida por el transductor.

= Térmicos: detectan el calor en las reacciones enziméticas exotérmicas, y asi
pueden determinar la cantidad de concentracién del analito. Suelen utilizar
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termistores, midiendo la temperatura del medio y la temperatura después de
la reaccién, la diferencia es la variacién por la reaccion enzimatica.

s Mecanicos: el elemento de reconocimiento se inmoviliza en una palanca y al
interaccionar con el analito se produce un cambio de deflexién y un cambio en
la frecuencia de resonancia, ambas variaciones pueden estimar la concentracién
del analito.

» Acisticos: las ondas actsticas actian como el sistema de transduccion. La
membrana suele contener materiales quimicamente interactivos en contacto
con un material piezoeléctrico.

» Piezoeléctricos: Este tipo de sensor mide la diferencia de peso entre la unién
anticuerpo-antigeno o entre las particulas de interés.

= Magnéticos: Son capaces de detectar un campo magnético y depende del dispo-
sitivo puede estar integrado a transductores de magneto resistivo, por circuito
capacitor-inductor o por un interruptor sencillo.

En funcién de la naturaleza de los procesos biolégicos, los biosensores pueden ser
cataliticos, cuyos receptores son enzimas, tejidos o microorganismos, o de afinidad,
basados en inmunosensores, quimiorreceptores y aptdmeros [6] [7].

En la actualidad existe una gran demanda de dispositivos de sensado de agentes
bioldgicos que permiten una buena deteccién “on site”, simples de usar, de bajo costo
y gran estabilidad. Todos los esfuerzos en este campo van direccionados a desarrollar
técnicas de deteccién que puedan combinar una excelente sensibilidad y especificidad
en un corto tiempo de andlisis y que, a su vez, sea posible miniaturizar. Un gran
niumero de los biosensores desarrollados utilizan la unién antigeno-anticuerpo como
herramienta de diagnostico por su caracter especifico. [§]

Los inmunosensores son utilizados en campos muy diversos, como control am-
biental, diagndstico clinico, industria alimentaria, seguridad y defensa.

En el dltimo tiempo se han producido grandes avances en el campo de la na-
notecnologia que han permitido nuevos desarrollos en el area de los biosensores.
En particular, el desarrollo de nanoestructuras magnéticas han tenido un gran im-
pacto y aplicaciones en la biomedicina. Esta tecnologia permite la deteccion de
entidades biolégicas marcadas por métodos mas rapidos y sencillos que los méto-
dos bioquimicos tradicionales. Los sensores de campo magnético actiian sensando el
campo magnético generado por el movimiento de nanoparticulas magnéticas, tam-
bién conocidas como NPMS. Al funcionalizar estas particulas, estas se convierten en
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transporte de las moléculas de interés, haciendo posible la deteccién de las mismas
por medios no biolégicos. Es posible adaptar esta técnica a cualquier entidad biol6gi-
ca de interés, siempre y cuando sea posible la unién a la nanoparticula magnética.
[26]

El sistema de deteccién acoplado en cada biosensor determina el umbral de de-
teccién [9]. Sin embargo, el éxito de la capacidad diagndstica de los inmunosensores
depende en gran medida de la inmovilizacién de los anticuerpos [5]. En este proyec-
to disenaremos protocolos para la éptima inmovilizacién de anticuerpos a distintas
superficies para el armado de biosensores. A continuacién entraremos en detalle en
las propiedades de las uniones entre anticuerpos y antigenos que caracterizan a los
inmunosensores.
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5.3. Anticuerpos

Los anticuerpos son glicoproteinas que se caracterizan por formar parte del siste-
ma inmunoldgico ya que reconocen a su par antigeno (Ag) de una manera altamente
especifica y con alta afinidad. Por esta caracteristica que poseen son utilizados para
el diseno de biosensores y sistemas de deteccién [10].

A nivel estructural, los IgG estan formados por una o mas copias de una unidad
proteica la cual posee forma de “Y” como se puede observar en la Figura [2] Cada
unidad esta configurada por dos cadenas polipeptidicas pesadas y dos ligeras unidas
entre si por puentes di-sulfuro. Asi se forman tres dominios proteicos: region Fc
(fragmento cristalizable) que conforma la base de la “Y” y dos regiones Fab (frag-
mento de unién a antigeno / antigen binding fragment) que conforman los brazos
de la “Y”. Estas ultimas estan implicadas en el reconocimiento antigeno-anticuerpo
debido a la interaccién especifica que se genera entre este dominio y el epitopo del
antigeno [10].

Los epitopos o determinantes antigénicos son cada uno de los sitios discretos de
una macromolécula que son reconocidos individualmente por un anticuerpo especifi-
co. Son las regiones inmunolégicamente activas de un inmundgeno (las que se unen
de hecho a un receptor de un Ac libre). Los antigenos son macromoléculas que pue-
den ser del tipo proteico, glucosidico 6 nucledtidos. La regién Fc se ve implicada
en mecanismos de regulacién inmune y funcion efectora, distribuyendo inmunoglo-
bulinas por el organismo y realizando acciones que deriven en la eliminacién del
antigeno.

Las cadenas ligeras de los anticuerpos se dividen en el fragmento N-terminal,
conocido como la region variable, y el C-terminal, que es el segmento conservado
de las cadenas ligeras. Las cadenas pesadas, a su vez, se dividen en 4, 3 regiones
constantes y 1 variable en el extremo N-terminal. Las regiones variables de la cadena
pesada y la ligera son las que forman la regiéon Fab (N-terminal). Las secciones
constantes de la cadena pesada forma la regiéon Fe. (C-terminal).
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Antigenos
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Figura 2: Estructura genérica del anticuerpo

[T0]

Las inmunoglobulinas se diferencian por sus caracteristicas estructurales, fisico-
quimicas y de reactividad. Dependiendo el tipo de cadenas pesadas que presenten,
diferente serd la respuesta inmune que cada una otorgue. Estructuralmente varia el
nimero de unidades “Y” que forman las distintas inmunoglobulinas [10].

La gran afinidad antigeno-anticuerpo (esto es, la fuerza de unién entre ellos) es
fruto de una acumulacion de fuerzas no covalentes, lo que hace que la adsorcion sea
muy intensa. La interaccion implica fuerzas electrostaticas, puentes de hidrégeno,
fuerzas de Van der Waals y fuerzas hidrofébicas. La contribucién de cada una de
estas fuerzas a la interaccion total depende del anticuerpo y el antigeno implicados

[11].

La especificidad que presentan los anticuerpos les permiten distinguir pequenas
variaciones en la estructura de su antigeno. También pueden reconocer bacterias,
toxinas, células, hormonas, moléculas antropogénicas, lo que los convierte en herra-
mientas de andlisis de gran sensibilidad y precision en campos como : cromatografia
de inmunoafinidad, inmunoensayos, andlisis clinicos, diagndsticos, biosensores para
monitorizar la contaminaciéon ambiental, entre otros [10] [I1].
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5.4. Inmovilizacion de Anticuerpos en superficies

Los anticuerpos, como vimos en la seccién [5.3] son una excelente eleccién a tener
en cuenta al momento de querer disenar un biosensor. Le brinda a nuestro dispo-
sitivo una alta sensibilidad y especificidad por su gran afinidad con su antigeno
correspondiente, convirtiéndolo en un eficiente elemento de reconocimiento.

Nuestro desafio ahora es lograr la inmovilizacién del anticuerpo a una superficie
para comenzar a construir lo que luego sera el biosensor en si.

Las proteinas/anticuerpos pueden ser inmovilizados por diversos métodos, ya sea
pasivamente a través de interacciones hidrofébicas o idénicas o por métodos de union
covalente a grupos activados en la superficie.

La técnica de preparacion de sensores mas simple se basa en la adsorcién de
moléculas de anticuerpos en la superficie del sensor. Aunque la adsorcion no requiere
el uso de multiples materiales y reacciones complejas, también resulta en serias
desventajas, como desnaturalizacion de proteinas, muy baja estabilidad y orientacion
aleatoria de proteinas [12] [13].

La técnica mas utilizada es el acoplamiento de alguna amina libre del anticuer-
po a la superficie del sensor previamente modificada con diferentes recubrimientos
que permiten la inmovilizacién de biomoléculas, como monocapas autoensambla-
das, dextrano o varios polimeros [14]. Otra estrategia se basa en la conjugacién de
proteinas con oligonucledtidos, para una mayor hibridacién e inmovilizacién en una
superficie [15]. Este enfoque se ha utilizado con éxito para la escisién y regeneracién
de moléculas hibridas en un sensor [16].

Cuando se utilizan métodos pasivos, por lo general resulta en una unién tipica-

mente baja entre 100-200 ng gfn—%’, mientras que para superficies modificadas, resulta
en una alta capacidad de unién que ronda entre 400 — 500 ng % [17]. La unién

covalente es capaz de producir una inmovilizacién casi irreversible de las proteinas
en la superficie del sensor. Esta inmovilizacion puede resultar en una mejor actividad
de la biomolécula, reducciéon de la adsorcién inespecifica y una mayor estabilidad de
las estructuras y a su vez en baja pérdida de material bioldogico.

Para lograr una inmovilizacién covalente de los anticuerpos en las superficies es
necesario modificarlas para generar los grupos aldehidos necesarios para interactuar
con la proteina. Para cada tipo de superficie vamos a detallar cuales son los reactivos
y los procesos que se van a llevar adelante para lograr la correcta funcionalizacion.
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Se suelen utilizar diferentes soportes para el disenio de inmunosensores como por
ejemplo, metales nobles, especialmente el oro [18], vidrio [19], silicio [20] [21], nitruro
de silicio [22] [24], 6xido de indio-estano [25]. Generalmente se determina mediante
el método utilizado para el transductor de senal y se puede modificar para diferentes
propositos [27].

El objetivo de este trabajo es el de poner a punto un protocolo de inmovilizacion
de anticuerpos en dos superficies distintas. Asi se obtendrd una superficie funciona-
lizada que le brindara sensibilidad y especificidad al biosensor. Este protocolo busca
generar uniones covalentes entre los anticuerpos y las dos superficies a ensayar: Au
y SiOs. Los protocolos para la inmovilizacién de anticuerpos de ambas superficies
comienzan con una limpieza profunda que ayudard a remover impurezas, polvo y
microorganismos lo que mejorara las condiciones para lograr la inmovilizaciéon de Ac
de una manera exitosa.

A lo largo de esta seccion se hard énfasis en la parte tedrica de las reacciones y

métodos que se van a llevar a cabo para la correcta funcionalizacién de las distintas
superficies.
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5.4.1. Tratamiento de superficies

Para la superficie de Au, luego de la limpieza organica e inorgdnica que se des-
cribird en el protocolo de Inmovilizacion de anticuerpos en superficies de Au en
la seccion de materiales y métodos, se realiza el tratamiento de la superficie
con el tiol MUA (4cido mercapto undecanoico) con el fin de generar una monocapa
auto-ensamblada (SAM: self-assembled monolayers) de tioles.

La formacion de SAM como bien dicen sus siglas, consiste en la formacién de
una capa de tioles de manera espontanea. Se genera la coordinacion entre los tioles
y el oro mediante uniones covalentes. Como se puede observar en la Figura [3], las
cadenas quedan unidas al sustrato y alineadas gracias a las interacciones de Van der
Waals entre las cadenas alquilicas [29] de n-dtomos de carbono con ciertos grupos
funcionales. También en la imagen se puede observar como en el otro extremo de las
cadenas queda un grupo terminal funcional. En el caso de que este fuera un grupo
carboxilo libre, el mismo puede usarse para la formacién de un enlace peptidico con
grupos amino dispersos aleatoriamente en la superficie de la molécula de anticuerpo.

Se produce una unién covalente con la superficie de Au a través del tiol y deja en el
otro extremo un grupo carboxilo libre, disponible para la unién de anticuerpos. Las
moléculas entonces se posicionan de una manera muy ordenada y con una orientacion
con respecto a la superficie de 30° generando la monocapa de una manera compacta
e uniforme como se puede observar en la Figura (3] [31].

Grupo terminal

funcional pr
Esqueleto: cadena

hidrocarbonada

Grupo cabeza E—

Sustrato —_—

Figura 3: Esquema de la capa autoensamblada soportada en el sustrato [30].

La inmovilizacién directa de anticuerpos a través de SAM tiene miltiples venta-
jas, como una técnica de inmovilizacién bien conocida, probada y bastante simple,
estabilidad y reutilizacién de inmunosensores debido a enlaces covalentes. Sin em-
bargo, un inconveniente es la sensibilidad relativamente pequena causada por la
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orientacion aleatoria de anticuerpos y la consiguiente disminucién de la disponibi-
lidad de los sitios activos del anticuerpo para el antigeno en comparacién con los
métodos de inmovilizacién de anticuerpos dirigidos al sitio [32], [33]. Aunque en
algunos casos se han reportado inmunosensores basados en inmovilizacion aleatoria
muy eficientes [34], [35].

Para inmovilizar la proteina a la superficie de Au, primero se realiza la activacion
de los grupos carboxilos de esta tltima con 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodii-
mida (EDC). Esta reaccién produce un intermedio activo muy inestable que rapida-
mente puede reaccionar con aminas primarias para formar un enlace amida estable.
Este intermedio activo inestable es facilmente hidrolizable por el agua y por lo tanto
puede regenera el grupo carboxilo. Para prevenir la hidrélisis del intermedio activo,
se agrega a la reacciéon N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) para formar un éster
de sulfo-NHS estable que reacciona lentamente con aminas primarias para formar
un enlace amida estable [36], [37]. Este proceso se puede observar en la Figura
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Figura 4: Reaccién de acoplamiento covalente EDC/Sulfo-NHS [37].

Para la funcionalizacién de las superficies de éxido de silicio se utilizé un pro-
ceso de tratamiento con APTES y glutaraldehido. E1 APTES es un elemento muy
utilizado y conocido en este tipo de tratamiento pero para poder lograr una buena
inmovilizacién necesita de agentes de acoplamiento como es el glutaraldehido.

El (3-aminopropil)-trietoxisilano, o més conocido como APTES (CyH3NO38i,
Figura |5 a), es un aminosilano usado en la silanizacién de superficies. Silanizar es
el proceso mediante el cual se recubre una superficie con moléculas de alcoxisilanos
para mejorar la adherencia, esto se debe a la interaccién de los aminosilanos con los
grupos hidroxilos presentes. Se genera un enlace covalente entre el silicio presente en
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la molécula del APTES y el oxigeno de los hidroxilos aumentando la hidrofobicidad
del material y deja expuesto una amina primaria [21]. Esta unién se puede observar

en la Figura[5| b.

OHOHOH
—

4
¢ -

d

APTES

-

NH,

Q/\CHg R
i .
HiC™ 0~ SI— A~ .
| NH»
HaC._ O 8%
= e
(a) Estructura APTES (b) Unién con la superficie

Figura 5: Silanizacién de la superficie con APTES [39]

Esta amina primaria interactuard con el glutaraldehido C5HgOs, que es un com-
puesto organico perteneciente a la familia de los aldehidos. Gracias a su estructura
(Figura @ a), dejard expuesto un grupo aldehido en el otro extremo para la futu-
ra reaccién con una amina de la superficie del anticuerpo [39]. Dicha unién puede
observarse en la Figura[g] b.
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Figura 6: Uni6n con la superficie con APTES [40]

5.4.2. Union Amida

El protocolo de funcionalizacién utilizado tiene como objetivo la inmovilizacién
covalente de las IgG, mediante la unién amida de la superficie y los anticuerpos.
[1].

Los aldehidos son compuestos organicos caracterizados por poseer el grupo fun-
cional carbonilo. El 4tomo de carbono de este grupo tiene una hibridacién sp? y estd
unido a otros tres atomos a través de sigmas coplanares con angulos de 120° entre
ellos como se puede observar en la Figura[7] Un orbital p sin hibridacién, también
denominado puro, al solaparse con otro orbital p de un oxigeno, forma un enlace 7.
El enlace doble entre el carbono y el oxigeno es corto, fuerte y se encuentra pola-
rizado, dandole mas estabilidad y rigidez y cuenta con un momento dipolar grande
gracias a la presencia de oxigeno.

El oxigeno es un elemento mas electronegativo que el carbono por lo que los elec-
trones participantes del enlace no se encuentran compartidos de manera equitativa.
En el caso de los aldehidos, todos aquellos electrones mas débilmente enlazados en
el enlace 7 son atraidos hacia el oxigeno, generando mayores momentos dipolares
que otro tipo de enlace de oxigeno, como los éteres.
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Figura 7: Representacion gréfica de la estructura del grupo carbonilo [41]

Las aminas son derivados organicos con uno o mas grupos alquilo o arilo enlazados
al 4tomo de nitrégeno. Estas se encuentran presentes en el cuerpo humano ya que
ayudan en muchas funciones del organismo como la biorregulacién, neurotrasmision
y defensa contra agentes externos. Se pueden clasificar en primarias, secundarias
y terciarias dependiendo de la cantidad de grupos alquilos o arilos enlazados al
nitrégeno como se puede observar en la Figura[§l Las aminas tienen un gran momento
dipolar debido al par de electrones no enlazados y los momentos dipolares propios
de los enlaces carbono-nitrégeno e hidrégeno-nitrégeno.

Figura 8: Representacion gréfica de la estructura del enlace amina [41]

En condiciones apropiadas, ante la presencia de una amina es posible que un
aldehido reaccione para formar una imina. Las iminas son enlaces analogos de los
aldehidos pero con nitrégeno, donde el enlace doble entre carbono-oxigeno ahora es
nitrégeno-carbono. La presencia de nitrégeno en el enlace logra que se mantengan
las caracteristicas propias de las aminas, ya que la imina al igual que estas tultimas,
son basicas.
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El proceso de formacién de una imina (Figura[9) comienza con una adicién nu-
cleofilica catalizada por acido de la amina a el grupo carbonilo. El ataque a la amina,
seguido por una desprotonacion del nitrégeno genera un compuesto intermediario
inestable denominado carbinolamina. Al perder una molécula de agua, la carbinola-
mina se convierte en una amina ya que se forma un enlace doble entre el carbono
y el nitrogeno. Esta unién es fuerte y rigida, lo que asegura una correcta alineacion
de los residuos del nitrogeno.

= ! 0O

NG Peimaria
cedona o aldehiio

carbinolamina mana

Figura 9: Proceso de formacién grupo imina [41]

Los grupos amino se encuentran presentes en los residuos de la lisina, que a su
vez es el aminoacido mas abundante en el exterior de las proteinas. El facil acceso a
los aminos y la posible funcionalizacion de superficies para obtener aldehidos sobre
ella, hace que el uso de uniones amidas sea un buen método para la inmovilizacién
de los anticuerpos.

Esta técnica suele estar acompanada de un agente bloqueante, como puede ser
la etanolamina, que bloquea los grupos carbonilos que quedaron libres luego de la
unién amida. Como ejemplo se puede observar en la Figura los efectos de la
etanolamina en la inmovilizacién de proteinas en superficies de 6xido de silicio.
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Figura 10: Proceso superior: Reaccion EDC/NHS con grupos carboxilo para luego
generar la unién covalente con la proteina. Proceso inferior: bloqueo de los grupos
N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) activos [42].

5.5. Técnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacién nos permiten obtener informacion acerca de la
composicion, estructura y otras propiedades de algiin material ante la interaccion
con alguna senal. En esta seccion describiremos las dos técnicas que se utilizaron
para caracterizar la formacion del enlace amida de interés.
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5.5.1. FTIR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
analitica utilizada para identificar materiales organicos e inorgdnicos. Cuando la
radiacién impacta en una muestra, una parte es absorbida y la otra transmitida.
Luego el detector mide la intensidad de la luz reflejada por la muestra en funcién de
la longitud de onda. La utilidad de la espectroscopia infrarroja surge de las diferentes
bandas de absorcion, que identifican componentes moleculares y estructuras.

Laradiacién infrarroja absorbida por la muestra generalmente excita a las molécu-
las a un mayor estado vibracional. La longitud de onda de la luz absorbida es una
funcién de la diferencia de energia entre los estados vibratorios en reposo y excita-
dos. La longitud de onda absorbida por la muestra es caracteristica de la estructura
de la misma, lo que permite identificar compuestos a partir de estos resultados.

La senal obtenida por el detector es un interferograma, que se analiza con una
computadora usando la transformada de Fourier para obtener un espectro infrarrojo
de un solo haz. Los espectros de FTIR se suelen representar como gréaficos de in-
tensidad en funcién a al nimero de onda (cm™!). La intensidad puede ser graficada
como el porcentaje de la luz transmitida o absorbida.

El espectro infrarrojo absorbido de una muestra desconocida se compara con
espectros conocidos que se encuentran en la base de datos de la computadora o
con espectros obtenidos de materiales conocidos para tener mas informacién de la
muestra de interés. Las coincidencias en el espectro identifican el polimero 1 otros
constituyentes de las muestras. Por ejemplo la banda de absorcién en el rango de
4000-1500 nimeros de onda se dan por los grupos funcionales —OH, C=0, N-H,
CHj; y la region entre 1500-400 hace referencia a la regién de identidad ya que en
esta zona se dan generalmente fenémenos intramoleculares y son altamente especifi-
cos para cada material. La concentracién cuantitativa de un compuesto se puede
determinar a partir del area bajo la curva en regiones caracteristicas del espectro IR
[44].
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5.5.2. Resonancia de plasmon superficial

La resonancia de plasmon superficial (SPR) es una técnica 6ptica capaz de eva-
luar la afinidad molecular, cinética, especificidad y concentracién de biomoléculas
con gran sensibilidad y sin el uso de moléculas con etiquetas. Esta técnica detecta
la oscilacién colectiva de los electrones libres, también denominados plasmones su-
perficiales, a través de un haz de luz direccionado a una superficie metdlica a través
de un prisma y midiendo la reflexién correspondiente a esta interaccién. [53]

Los elementos principales de esta técnica, como se puede observar en la Figura
[11] son una fuente de luz, un sensor dptico, un prisma y un superficie metalizada,
como puede ser el oro.
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Figura 11: Componentes del SPR [51]

Se proyecta un rayo de luz sobre un placa con una delgada pelicula de oro depo-
sitado que se encuentra apoyado sobre la superficie de un prisma. Para llevar a cabo
la excitacion de los electrones de la placa de oro es necesario que la velocidad del
haz de luz se reduzca e iguale a la velocidad del plasmoén de superficie o plasmon
superficial.

Durante un ensayo para estudiar la interaccién entre biomoléculas, se puede ob-
servar que al hacer pasar una sustancia con el antigeno, este forma un complejo con
los anticuerpos de la placa, provocando que la intensidad del haz de luz y el angulo
de incidencia se vean reducidos y asi el detector registra una notable disminucion
del haz de luz reflejado. Cuando la luz polarizada incide sobre la lamina de oro, en
funcién de la masa que se haya fijado a su receptor, varia el indice de refraccién del
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medio liquido, provocando la variacién en el angulo de reflexién del haz de luz. Se
puede relacionar la cantidad de masa en la superficie con la intensidad de la senal.
La técnica SPR es entonces capaz de detectar cambios en la masa del liquido que
se encuentra proxima a la placa mediante la medida de la variacién del indice de
refraccion. [2§]

Es una técnica analitica muy potente a la hora de monitorizar con gran sensibi-
lidad y en tiempo real interacciones moleculares superficiales [52]. En este trabajo
se utilizé para caracterizar la unién del anticuerpo a la superficie y del antigeno al
anticuerpo.
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5.6. Fotolitrografia

Con los avances de la tecnologia, hoy en dia somos capaces de observar particulas
a escalas muy pequenas. Esta técnica permite construir estructuras con disenos
personalizados con tamanos desde el orden de los 50 nanémetros, con el fin de crear
un ambiente que nos permita generar interacciones a estas escalas. Es por ello que se
utiliza la litografia, una técnica de manufactura que consiste en transferir un patron
y grabarlo sobre una superficie.

Originalmente, esta técnica se utilizaba para hacer carteles comerciales o como
herramienta artistica para hacer varias copias de un mismo trabajo.

El uso de esta técnica para la creacion de circuitos integrados o dispositivos
semiconductores se denomina, fotolitografia. Es un proceso andlogo a la litografia
en el que obleas de silicio se utilizan como sustrato litografico. Es la técnica mas
utilizada para procesos de microfabricacién. Se han logrado estructuras de 32 nm a
escala de produccion y de 22 nm en laboratorio.

Las etapas de la fotolitografia son:

= Limpieza: la oblea de silicio suele traer
una gran cantidad de contaminantes como
polvo de mecanizado, polvo del ambiente,
particulas abrasivas, bacterias, etc. Por lo
que el proceso de limpieza es muy impor-
tante para un buen resultado.

= Deposicion de la resina: puede ser a través BOFT BAKE
de la deposicién fisica por vapor (PVD, por
sus siglas en ingles) que es un método de
deposicion de finas peliculas al vacié o por weoues | —— REVELADO
caseton. El casting puede ser por spraying ]
de la resina o spin coating (Deposicién de
una pequena cantidad de resina en el cen- HARD B
tro de la oblea y posteriormente hacer gi-
rarla a alta velocidad).

= Soft bake: Luego de la etapa de spin
coating, la resina contiene un 15 % de sol- 7
vente y puede tener tensiones acumuladas. ELMNAGION RESINA
Se evaporan los solventes de la pelicula ex-
poniéndola a altas temperaturas y densi-

Figura 12: Diagrama de flujo de
32 las etapas de microfabricacion.
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fica la resina tras su deposicién homoge-
nizandola.

= Insolado: Se expone a la luz para disolver
(positiva) o curar (negativa) la fotorresina.

s Revelado: La resina se disuelve en el reve-
lador

= Hard bake : Calentamiento mas fuerte, en-
dureciendo la fotorresina y mejorando su
adherencia a la superficie de la oblea. Es-
to ayuda a que la resina resista un ataque
acido.

= Grabado: Eliminar selectivamente silicio de
la oblea. Este puede ser hiimedo, donde los
reactivos estan en fase liquida o en seco,
donde los reactivos estan en fase de vapor
y en plasma.

Finalmente elimino el resto de resina y queda formado el chip. [55]
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5.7. PDMS

En esta seccién realizaremos un andlisis del material polidimetilsiloxano (PDMS)
que luego utilizaremos para testear los protocolos de inmovilizacién de anticuerpos
en superficies con micro-canales encapsulados con PDMS.

El PDMS, también conocido como dimetilpolisiloxano o dimeticona, pertenece a
un grupo de compuestos organosilicicos poliméricos que comunmente se denominan
siliconas. Es el polimero organico a base de silicio conocido por sus propiedades
reologicas (o de flujo) inusuales. Es 6pticamente claro y, en general, inerte, no téxico
y no inflamable.

El PDMS es viscoelastico, lo que significa que a tiempos de flujo largos (o altas
temperaturas), actia como un liquido viscoso, similar a la miel. Sin embargo, a
tiempos de flujo cortos (o bajas temperaturas), actiia como un sélido eléstico, similar
al caucho. La viscoelasticidad es una forma de elasticidad no lineal que es comun
entre los polimeros no cristalinos. La carga y descarga de una curva de tension-
deformacion para PDMS no coinciden, la regla general es que aumentar la tension
darda como resultado una mayor rigidez. Cuando se elimina la carga, la tension
se recupera lentamente (en lugar de instantdneamente). Esta deformacién eldstica
dependiente del tiempo resulta de las cadenas largas del polimero. Pero el proceso
que se describe arriba solo es relevante cuando hay reticulacién presente; cuando no
es asi, el PDMS de polimero no puede volver al estado original incluso cuando se
elimina la carga, lo que resulta en una deformacién permanente. Sin embargo, la
deformacién permanente rara vez se ve en PDMS, ya que casi siempre se cura con
un agente de reticulacion.

El PDMS le brinda también propiedades al biosensor que nos resultaran ttiles
para la obtencién de los resultados. El PDMS unido a una superficie puede gene-
rar dispositivos de sensado de gas en soluciones acuosas [56], bacterias [57], entre
otras. Como veremos en la proxima seccion, que sea dpticamente transparente nos
permitird observar a través del microscopio la fluorescencia que emitird el reactivo
utilizado para la caracterizacién (estreptavidina fluorescente). También mediante el
proceso de pegado del PDMS a superficies que describiremos mas adelante en la sec-
cion se logra genera una adherencia irreversible a la superficie de vidrio y éxido
de silicio generando un ambiente mas controlado y libre de impurezas en los canales
que quedan entre el PDMS y la superficie. Por tltimo, este material es utilizado para
el diseno de Lab-on-a-Chip gracias a sus propiedades de biocompatibilidad [58].

En este trabajo el PDMS se utilizdé para la creacion de dispositivos formados
por la unién de el mismo con superficies de éxido de silicio con canales. Con estos
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dispositivos armados se realiza el protocolo de inmovilizacién de anticuerpo haciendo
fluir los reactivos por los canales.
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5.8. Estreptavidina - Biotina

El complejo biotina:(estrept-)avidina es uno de los sistemas de marcaje no radio-
activos mas sensibles utilizados en areas de biotecnologia y biologia molecular. Esta
tecnologia es aplicada en el diseno de ensayos de deteccién de antigenos mediante
la adherencia de biotina a anticuerpos, los cuales son capaces de reconocer y unirse
al antigeno de interés. El marcaje no radioactivo resulta en técnicas mas seguras y
faciles de realizar debido a que no requieren de ambientes especificos para el manejo
de is6topos ni de personal entrenado para su eliminacion.

De los veinte aminoacidos que conforman las proteinas, solo una porcion de ellos
posee cadenas laterales ttiles para la conjugacion con etiquetas. Este grupo esta
conformado por los aminoécidos lisina (Lys), cisteina (Cys), dcido aspartico (Asp) y
acido glutdmico (Glu). Estos cuatro aminodcidos poseen grupos funcionales reactivos
bajo condiciones estandares acuosas, por lo que la mayoria de reactivos comerciales
de conjugacién se dirigen hacia ellos.

COOH

H,| Gly Ala Val Leu lie

Phe Met Tp Pro COOH

Figura 13: Los residuos en la mitad superior de la proteina son apropiados para el
marcaje y conforme se avanza en sentido horario se vuelven menos apropiados. En
el centro se muestran aminoacidos no reactivos o que usualmente no se encuentran
expuestos al solvente [59]

El grupo funcional mas conveniente y tutil para el marcaje es el grupo amino
primario que se encuentra en el grupo épsilon amino de la cadena lateral de la Lys
y en el extremo N-terminal. Dentro de los agentes mas recomendados se encuentran
los ésteres N-hidroxisuccinimida (NHS) al igual que su forma sulfatada (NHSS).
Estos agentes son estables y debido a su reactividad con los grupos amino de las

36



Proyecto Final de Carrera - [TBA 5 Marco tedrico

proteinas, los tiempos de reaccién son de tan solo 0,5 - 2 horas, ademas de encontrarse
disponibles en una variedad de marcas comerciales [60].

La biotina es una molécula pequena de 244,31 daltons (Da). Por su parte, la
avidina es una glicoproteina que contiene cuatro subunidades idénticas de 16,4 kilo
daltons (kDa), dando un peso molecular de aproximadamente 66 kDa. Cada subuni-
dad tiene un sitio de uniéon a una molécula de biotina y una modificacion de oligo-
sacarido que se encuentra vinculada a la asparagina (Asn). El alto componente de
oligosacaridos consiste principalmente en manosa y N-acetilglicosamina, por lo que
puede interactuar inespecificamente con cargas negativas, especialmente con las de
superficies celulares y dcidos nucleicos [61], [62], [63].

Por estas razones, actualmente se suele emplear como conjugado la estreptavidina,
que proviene de la bacteria Streptomyces avidinii. La estreptavidina es una proteina
de 60 kDa que, al igual que la avidina, tiene la capacidad de unirse a cuatro moléculas
de biotina por molécula de proteina con una alta afinidad de 10-15 kDa. Se trata de
una proteina no glicosilada de cuatro subunidades, cada una de 159 aminoacidos.
Las dos proteinas tienen un 33 % de similitud en su secuencia y cuatro residuos de
triptéfano estarfan involucrados en los sitios de unién a la biotina. En general, el
uso de estreptavidina ocasiona una menor unién inespecifica que la avidina debido
a que no presenta carbohidratos. Sin embargo, contiene una secuencia tripéptidica
de Arg-Tyr-Asp (RYD) que puede mimetizar la secuencia de unién de fibronectinas
que es Arg-Gly-Asp (RGD), por lo que puede unirse inespecificamente a integrinas
y a receptores de fibronectinas bajo ciertas condiciones [64], [65], [66], [67].

Para la incorporacién de biotina en proteinas, se utilizan derivados de biotina que
contienen porciones reactivas capaces de unirse a determinados grupos funcionales de
las proteinas. A través de esta modificacién denominada biotinilacién, se obtienen
proteinas capaces de unirse a la avidina/estreptavidina. Los agentes biotinilantes
empleados son relativamente pequenos, por lo que los reactivos no deberian afectar
significativamente las propiedades quimicas y fisicas de la molécula [68].

Un agente de biotinilaciéon bésico consiste en un anillo biciclico con una cade-
na lateral de acido valérico de la D-biotina en un extremo y un grupo reactivo
en el otro extremo. La adicién de un “brazo espaciador” entre ambos consiste en
uno o dos acidos aminohexanoicos que otorgan cierta distancia entre la molécula
modificada y el compuesto de biotina. Su funcién es mejorar la interaccién con la
avidina/estreptavidina, ya que los sitios de unién a biotina son bolsillos que se en-
cuentran alrededor de 9 A debajo de su superficie. Esta estructura permite que el
grupo de biotina fusionado a la molécula de interés sea mas accesible y se una mejor
a los conjugados de avidina/estreptavidina [69].
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Grupo reactivo Reacciona con Enlace formado
8 S g
—c—n—N;] >N ~NH— - >
0 Enlace Amida

NHS-Ester/Sulfo-NHS Ester Amina Primaria (residuo de
lisina)

Figura 14: Reaccion de biotinilaciéon con agentes derivados de ésteres de biotina NHS

[59].

La interaccién altamente especifica entre la avidina/estreptavidina y la biotina
ha permitido su aplicacién en inmunoensayos, sobretodo en el campo de inmuno-
diagnostico. Esta tecnologia es empleada en el diseno de ensayos de deteccién de
antigenos mediante la incorporacion de biotina a anticuerpos, capaces de reconocer
y unirse a un antigeno en particular. La aplicacién del sistema biotina: (estrept-
)Javidina en inmunoensayos se debe principalmente a que ofrece un incremento en
la senal del ensayo, dado que varias moléculas de biotina pueden ser introducidas
quimicamente a una molécula de anticuerpo. De esta manera, en el paso de de-
teccién del anticuerpo més de un conjugado de avidina/estreptavidina unida a un
fluoréforo, es capaz de unirse al anticuerpo. Existen diferentes tipos de fluoroforos,

en una primera division puede ser organicos, proteicos o los llamados puntos cuanti-
cos, que utilizan nanocristales. La eleccion del fluoroforo va a estar asociada al tipo
de experimento que se esta realizando. Para este caso en particular, se utilizo el
fluoréforo FTIC o Isotiocianato de fluoresceina, que es un colorante de xanteno y es
comunmente utilizado en experimentos con anticuerpos.

Una inmunoglobulina IgG tipica de humano contiene alrededor de 120 cadenas
laterales de Lys. A menos que los residuos de Lys mas reactivos se encuentren en
el sitio de unién al antigeno, la capacidad de unién del anticuerpo no deberia verse
afectada.
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5.9. Procesamiento de Imagenes

Una vez llevados a cabo los experimentos de inmovilizacion de anticuerpos en las
superficies que detallaremos a lo largo del trabajo, se obtuvieron imégenes digitales
las cuales presentan luces verdes. Estas luces representan la fluorescencia emitida
por la estreptadivina conjugada a un floréforo, es decir, la cantidad de uniones
que se lograron generar entre la estreptavidina y la biotina. Dado que se realizé el
proceso de biotinilacién, detallado en el protocolo de la seccién [7.4] la presencia de
estreptavidina en las superficies refleja la presencia de biotina en las mismas que a
su vez representa la exitosa inmovilizacion del anticuerpo en la superficie.

Dicho esto, se tomara como método de caracterizacién de la inmovilizacién la
intensidad y presencia de fluorescencia que se visualice en las imagenes producto de
la emisién de la estreptavidina conjugada a un floréforo.

Cada pixel de la imagen puede tener un valor de intensidad entre 0 y 255. Si
tenemos en cuenta que nuestro data set es de alrededor de 230 imagenes RGB
(capas de la imagen: Red, Green y Blue) de (1024, 1360, 3) pixeles, el volumen de
informacion que se puede obtener analizando 960 millones de pixeles sera de gran
utilidad para obtener un analisis certero.

A la hora de realizar un procesamiento de imagenes es importante filtrar los ruidos
o las fuentes de ruido en la medida que sea posible. Esto logra evitar interferencias
en el andlisis de los datos y en la verosimilitud de los resultados.

Nuestro objetivo con el procesamiento de imagenes fue lograr analizar el nivel de
fluorescencia que emite la estreptavidina conjugada a un floréforo, para ello toma-
mos como parametro de medida la luminiscencia la cual es utilizada para medir la
fluorescencia verde. La luminiscencia en una imagen RGB se mide con la férmula
[70]:

L=0,2126« R4+ 00,7152« G+ 0,0722 % B (1)

Se puede ver que la ecuacion le atribuye mayor peso o importancia a la capa de
color verde de la imagen con lo cual se puede decir que es un buen pardmetro para
analizar la intensidad y distribucién de la fluorescencia verde de las imégenes. Asi
se lograran comparar los resultados obtenidos entre las distintas muestras y poder
concluir si la condicion de estudio posee mayor concentracion de estreptavidina por
presencia de anticuerpo biotinilado que aquellos que no tienen su presencia.
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6. Objetivos

Objetivo General: En este proyecto se propone construir una superficie que
brinde a un biosensor la especificidad necesaria para la deteccién de bacterias y/o
toxinas causantes de infecciones alimentarias, como el sindrome urémico hemolitico.
Como modelo de aproximacién, y por razones de bioseguridad, se trabajara con
anticuerpos no relacionados a la bacteria o toxina.

Objetivos Especificos:

= Delimitar sobre un sustrato una region a funcionalizar

= Poner a punto la inmovilizaciéon de anticuerpos sobre la superficie, explorando
2 materiales diferentes, el oro y el éxido de silicio, habitualmente utilizados en
esta clase de sensores.

= Implementar el protocolo sobre superficies de oxido de silicio encapsuladas con
PDMS.

» Caracterizar la inmovilizacion de los anticuerpos
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7. Materiales y Métodos

7.1. Metalizacion de superficies

Una etapa importante de este proyecto, es el proceso de metalizacion de la super-
ficie de trabajo. Se trabajé con superficies de vidrio de 2cm? donde el objetivo era
metalizarlas con Au, pero para ello fue necesario realizar un pretratamiento sobre
las mismas.

Como primer paso, se tomo6 una oblea de vidrio de 1 mm de grosor y se midié 7.5
cm por 1.5 cm para marcar los limites de las superficies que se quieren obtener a lo
largo de la oblea. Con un lapiz de punta de diamante y una regla se remarcaron los
limites generando surcos que luego con un poco de presion se quebraron obteniendo
rectangulos de vidrio de tamanos similares.

Una vez cortadas las superficies fue necesario limpiarlas. Para esto se remojaron
en agua destilada para remover restos de polvo y posibles astillas generada por los
cortes, después se prosiguid a realizar un tratamiento con un acido fuerte. Este tipo
de soluciones, aplicado sobre el vidrio, sirven para eliminar residuos organicos que
pueden residir sobre la superficie.

En nuestro caso, se trabajé con una solucién de acido sulfurico y perédxido de
hidrégeno en una relaciéon 3:1, conocido también como piranha 6 pirana. Dado que
el acido sulfirico es un acido fuerte, fue necesario realizar este procedimiento bajo
una campana extractora, con guantes, anteojos y bata de laboratorio como medidas
de seguridad. Se vertié el acido sulftirico en un recipiente de vidrio, con las placas de
vidrio en ella, y después se volco lentamente y en forma de circulos el peréxido de
hidrégeno, generando una reacciéon exotérmica. Se dejo reaccionar durante treinta
minutos y luego se prosiguié a lavar las placas con agua destilada, isopropanol y
acetona para limpiar los restos de suciedad y reactivos de la pirana.

Para metalizar las superficies se usé la metalizadora Quorum 300t de Quorum
Technologies, donde se metalizaron las superficies de vidrio mediante alto vacio de
plasma con 10 nm de cromo como mordiente y por arriba 50 nm y 100 nm de oro
puro. La tasa de depdsito para el cromo era de 41 nm/minuto, por lo que para
obtener los 10 nm fueron necesarios 15 segundos de depdsito. Para el oro, su tasa de
depdsito es de 67,2 nm/minuto, en este caso se querfan conseguir 50 nm de grosor,
por lo que el tiempo fu de 45 segundos.

En una segunda instancia, donde necesitamos generar nuevas superficies de oro,
se deposité el doble de material, por lo que se generé una capa de 100 nm.Para ello
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fue necesario duplicar el tiempo de depdsito en la moralizadoras. Se optd por este
cambio de grosor ya que cuando se realizé el lavado con pirana en las superficies
con 50 nm de Au, la capa de oro era tan delgada que el mismo se despego de las
superficies.

Las superficies que fueron metalizadas con un grosor de 100 nm de oro generaron
superficies muy opacas al paso de la luz, dado que el oro es un metal. Las superficies
metalizadas con un grosor de 50 nm, al ser lavadas con pirana, la capa de oro era
tan delgada que el mismo se despegd del vidrio. Se opté finalmente por utilizar las

superficies de 50 nm de deposito de oro y 10 nm de cromo como mordiente, realizar la

limpieza con acido antes a la metalizacion para evitar problemas con las superficies
y realizar una limpieza menos violenta posterior a la metalizacién.
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7.2. Inmovilizacion de Anticuerpos

Se ensayaron tres experimentos de inmovilizacién del anticuerpo biotinilado. So-
bre superficies de Au, sobre superficies de SiO, y sobre un canal de 1 mm en la
superficie de SiOy encapsulado en PDMS . A continuacion se detallaran los dis-
tintos protocolos que se aplicaron para inmovilizar los anticuerpos en las distintas
superficies y entornos.

Para cada tipo de material (Au y SiOs), se realizaron 4 pruebas con distintos
tipos de combinaciones de reactivos como se puede observar en la Figura |15l Por un
lado se inmovilizaron anticuerpos biotinilados que posteriormente se revelaron con
estreptavidina, que representaria la condicion de estudio. Por otro lado, se inmovi-
lizaron sobre las superficies anticuerpos sin biotinilar y Albumina de Suero Bovino
(BSA) y luego fueron incubadas con estreptavidina conjugada con un fluoréforo.
Estas ultimas funcionan como control, para estimar las uniones inespecificas que
podrian aparecer.

Reactivos/Superficies Oro Oxido de Silicio

Anticuerpo biotinilado
con estreptavidina

Au+AcBE+5 |Si0z+AcB+ 5

Anticuerpo con

e Au+Ac+ 5 Si0z+Ac+ 5
estreptavidina

Anticuerpo y
Albimina de Suero
Bovino con
estreptavidina

Estreptavidina Au+s Si0z+5

Au+BSA+S |S5i02+BSA+ S5

Figura 15: Tabla de las combinaciones de pruebas que se realizaron en las superficies
de oro y 6xido de silicio. Referencias: Ac: anticuerpo, AcB: anticuerpo biotinilado,
S: lavado con estreptavidina, BSA: Albtimina de Suero Bovino, Au: oro, SiOs: 6xido
de silicio

Para evitar confundir las muestras, en las Figuras y se pueden observar
algunos ejemplos de recipientes rotulados que utilizamos para almacenar superficies
6 que utilizamos como soporte para realizar los protocolos de inmovilizacién para
identificar con facilidad a qué grupo de prueba pertenecia cada muestra.
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Figura 16: Recipientes en los que se realizaron los protocolos y se almacenaron las
superficies con sus respectivos rétulos para poder identificarlas correctamente.

7.2.1. Superficie de Au

En esta seccion se analizara en detalle el protocolo de inmovilizacién de anticuer-
pos sobre superficies de oro.

Para lograr una inmovilizacién de anticuerpos en superficies de oro de manera
exitosa, en primer lugar tenemos que asegurarnos de que dicha superficie se encuen-
tre en las mejores condiciones de higiene posibles. Para lograr esto se realizan dos
limpiezas: una organica y otra inorgénica.

1. Limpieza Organica

Se mezcla dcido sulfirico HySOy4 y peroxido de hidrogeno HoOs en la propor-
cion 3:1. Incubacion por 15 minutos.

En primera instancia se realizé una limpieza orgdnica con una mezcla de acido
sulfurico y peréxido de hidrégeno en una proporcién 3:1, también conocido
como Piranha (3:1 HySO,/H50,). Para realizar esta mezcla es importante
contar con elementos de seguridad como anteojos, guantes y guardapolvos
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Figura 17: Recipientes en los que se realizaron los protocolos y se almacenaron las
superficies con sus respectivos rétulos para poder identificarlas correctamente.

para cubrir los ojos y la piel dado que se esta trabajando con un acido fuerte
como también realizarla dentro de una campana de gases con extractor.

Es importante aclarar que en este procedimiento, a diferencia de como se
acostumbra a hacer, primero se coloca el dcido en el recipiente y luego se
derrama lentamente el peréxido de hidrégeno en forma de circulos. Este fuerte
oxidante eliminara la mayor parte de la materia organica y también hidroxilara
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la mayoria de las superficies (agregard grupos OH), haciéndolas altamente
hidréfilas (compatibles con el agua). Luego de haber realizado la solucién se
sumergen las superficies de vidrio en la misma y se deja actuar por 15 minutos.
Las superficies se retiraron con una pinza, se enjuagaron en un recipiente con
agua destilada y luego se almacenaron en etanol puro.

2. Limpieza Inorganica

Limpieza inorganica RCA 1: agua destilada HyO, hidroxido de amonio N H{OH
y perozido de hidrégeno HyOs en proporciones 5:1:1. Dejar reaccionar durante
1 manuto a 70-8(° C.

Luego se realizé la limpieza inorganica RCA 1 sumergiendo las superficies
de vidrio en una soluciéon de 100 ml de agua destilada, hidréxido de amo-
nio NH,OH y peréxido de hidrégeno HoOy en proporciones 5:1:1 durante 1
minuto a 70-80°C. Esta solucién genera radicales hidroxilo que atacan a la
membrana lipidica, DNA y otros compuestos esenciales para la supervivencia
de los microorganismos. También tiene un efecto oxidante que elimina una
delgada capa de la superficie y elimina de contaminacién iénica.

3. Metalizacion de superficies

Descrito en la seccion[7.]]

4. Formacién de monocapas auto-ensambladas : SAM (self-assembled monola-
yers)

Tratamiento de la superficie con el tiol MUA (dcido mercapto undecanoico)
entre 50 y 100 uM en etanol. Preparar la solucion en el momento. Incubacion
toda la noche a 4°C en oscuridad.

Una vez lavadas las superficies, se sumergieron en una solucién 100 pM de tioles
de acido mercapto undercanoico (MUA) en etanol durante toda una noche
(aproximadamente 18 horas) a 4°C en la oscuridad. Por lo tanto el recipiente
que contenia las superficies se envolvié en aluminio y se dejé incubar en la
heladera. El tiempo de incubacion no solo es necesario para que se formen
las uniones covalentes entre la superficie y los tioles sino también para que se
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produzca el ordenamiento de las cadenas de hidrocarburos y la exposicion de
los grupos terminales. Vale aclarar que aunque con el uso de otros solventes no
polares esta reaccién es mas rapida, la formacion SAM que se genera usando
etanol es mucho mas organizada y densa.

5. Activacién de tioles MUA

Para la activacion del tiol se utiliza una solucion 25M cuyos solutos son NHS y
EDC con 76 % de EDC en proporcion al NHS y agua destilada como solvente.
Dejar incubando durante 15 minutos a 4° C. Luego de este intervalo de tiempo,
no enjuagar la superficie.

Para cada superficie se prepararon 250 uL. de solucién preparada con 0,02 g
EDC y 0,006 ¢ NHS para 850 ul. de agua destilada. Se colocaron todas las
superficies en un recipiente plano, como se puede observar en la Figura [18] y
luego se aplicaron 250 puL. con una micro pipeta a cada superficie cubriendo
la totalidad de su area. Luego cuidadosamente se colocé el recipiente en la
heladera y se lo dejé incubar durante 15 minutos en la heladera.
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Figura 18: Recipiente en el que se almacenaron las superficies para llevar a cabo
el protocolo de inmovilizacién de anticuerpos. En su interior se pueden observar 4
superficies de vidrio metalizadas con Au.

6. Biotinilacién de los Anticuerpos

Solucion 20:1 de NHS-Biotina anticuerpo durante 2hs a 4 C.
Ver proceso en la seccién

7. Anticuerpo
Agregado del anticuerpo 0,1 =4 en acetato de sodio pH6. Dejar 1 hora a 4 °C.

Se trabajé con una solucién de anticuerpo anti-ferritina 4,7 =4 en acetato de
sodio.
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Se tomaron 10,64 ul de la solucién de anti-ferritina del laboratorio, los cuales
son 50 ug de soluto y se completa con acetato de sodio para llegar a los 500
1] necesarios para alcanzar a la concentracién de 0,1 ‘;—?. Se incub6 durante 1
hora en la heladera.

8. Etanolamina

Lavado con etanolamina 1M. Dejar reaccionar durante 15 minutos. Enjuagar
con PBS (Disolucion reguladora de fosfato)

Una vez que se produce la unién del anticuerpo con la superficie, como se
observa en la imagen superior de la Figura 10| de la seccion [5.4.2], se busca que
no se generen nuevas uniones en la superficie con otros reactivos que no sean
el anticuerpo biotinilado. También se quiere que la estreptavidina, que luego
se agregara, no se una a los grupos activos de la superficie dando senales de
fluorescencia en lugares donde no corresponda.

Para evitar uniones inespecificas y senales indeseadas se lavaron las superficies
con etanolamina durante 15 minutos para bloquear los grupos N- hidroxisul-
fosuccinimida (Sulfo-NHS) activos como se observa en la imagen inferior de la
Figura [10] de la seccién [5.4.2]

Para mejorar el lavado, se coloco el recipiente con las superficies y la etano-
lamina, en un agitador orbital para que en esos 15 minutos de incubacion se
bloqueen la mayor cantidad de grupos Sulfo-NHS activos como se explica en

la seccién [5.4.2]

9. Estreptavidina

Una vez inmovilizados los anticuerpos, se agregd una solucién 50 % v/v de
estreptavidina en agua destilada. Se envolvid el recipiente que contiene las
superficies en aluminio para protegerlas de la luz y se dejé reaccionando du-
rante 1 hora a 4°C en la heladera del laboratorio. Esta parte del protocolo se
detallarda en mayor profundidad en la seccién Revelado de estreptavidina.
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7.2.2. Superficie de SiO,

En esta seccion se analizara en detalle el protocolo de Inmovilizacion de anticuer-
pos sobre sustratos de silicio hidroxilados.

Se obtuvieron superficies de 1x1 cm o 1x2 cm, a partir de una oblea de SiOs,
marcando con una regla los limites de la oblea y luego generando surcos con una
punta de diamante. Se generd presiéon en los limites surcados para obtener los cortes
deseados. Luego del clivaje se limpiaron las superficies con agua destilada para re-
mover las astillas o el polvo remanente de las superficies. Las superficies resultantes
se pueden observar en la Figura

Figura 19: Recipiente en el que se mantienen las superficies para llevar a cabo el
protocolo de inmovilizacién de anticuerpos. En su interior se pueden observar 4
superficies de SiOq
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1. Limpieza y activacién de la superficie

Se mezcla dcido sulfirico HoSOy y peréxido de hidrogeno HoOq en la propor-
cion 3:1. Incubacion por 30 minutos. Enjuagar con agua y etanol. Almacenaje
en etanol puro.

Para asegurar la completa limpieza de las superficies, se realizé un lavado con
Piranha (3:1 HyS0,/H505) durante 30 minutos. Para realizar este procedi-
miento es importante tener en cuenta las medidas de seguridad mencionadas
en la seccién [7.2.T] ya se que esta tratando con sustancias quimicas muy fuertes.
Debido a que la mezcla es un fuerte agente oxidante, se eliminara la mayor
parte de la materia orgénica contaminante y hidroxilara (agregara grupos OH)
a la superficie, haciéndola mas hidrofilica.

2. Preparado de la solucion de APTES

La solucion para la silanizacion es de 5 % APTES, 5% agua y 90 % etanol

3. Inmersién de las obleas

Sumergir en la solucion previamente preparada por 2h a temperatura ambiente.
Para limpiar, enjuagar 3 veces con agua y luego 3 veces con etanol. Las obleas
pueden ser almacenadas sumergidas en etanol.

4. Generacién de grupos aldehidos

Reaccion 2.5 % (v/v) glutaraldehido en PBS. Incubacion durante 1 hora a tem-
peratura ambiente. Enjuague con PBS.

Utilizar esta solucion para unir el IgG con la superficie permite la unién co-
valente. Este tipo de interaccion entre ambas partes genera una capa mas
ordenada y orientada de los anticuerpos, asegurando uniones més estables de
Ac-Ag y evitando posibles desnaturalizaciones.

Se partié de una solucién de glutaraldehido de 25 % Glu/PBS. Dado que el
protocolo requiere una concentracién de 2,5 %, es necesario realizar una di-
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lucion. Para poder sumergir las superficies en la solucién solo se necesitaban
preparar 100 ml.

Agregando 10 ml de la solucién de glutaraldehido de 25 % Glu/PBS y 90 ml
de PBS, se obtuvieron 100 ml de una solucién 2,5 % de Glu/PBS.

5. Biotinilacion de los Anticuerpos

Solucion 20:1 de NHS-Biotina anticuerpo durante 2hs a 4 C.
Ver proceso en la seccién [7.4]

6. Inmovilizacién del anticuerpo

Reaccion IgG humano 0,1 -4 de anticuerpos en PBS durante 60 minutos.
Enjuagar con PBS.

La solucién de anti-ferretina con la que se trabajé era de 4,7mg/ml, pero era
necesario llevarlo a una concentracién de 0,1mg/ml en PBS por lo tanto se
tomaron 0,0213 ml de solucion.

Se llevé el volumen a 1 ml con PBS y asi se obtuvo la concentracién deseada.
Para no desperdiciar reactivos y asegurar una distribuciéon uniforme sobre la
superficie, se utilizaron papeles de parafina para contener la solucion direc-
tamente sobre la superficie. Esto permite reducir el volumen de anticuerpos
preparados en solucién al orden de los micro litros.

7. Etanolamina
Lavado con etanolamina 1M. Dejar 15 minutos. Enjuagar con PBS

Una vez que se produce la unién del anticuerpo con la superficie, se busca
evitar que se generen nuevas uniones de la superficie con otros reactivos que
no sean el anticuerpo biotinilado, como puede ser la estreptavidina libre dan-
do senales de fluorescencia en lugares donde no corresponderia. Para evitar
uniones inespecificas y senales indeseadas lavamos las superficies con etanola-
mina durante 15 minutos para bloquear los grupos aldehidos restantes. Para
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mejorar el lavado, se coloco el recipiente con las superficies y la etanolamina
en agitacion.

8. Estreptavidina

Una vez terminado el protocolo de inmovilizacién de anticuerpos, se lavaron
las superficies con una solucién de estreptavidina de igual manera que en la

seccion [T.2.11
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7.2.3. Litografia

En primer lugar, antes de comenzar con el proceso de fotolitografia es necesario
crear la mascara fotografica o fotomascara. Para ello se utilizo el programa Illustra-
tor, donde se creo una mascara de campo claro con el prototipo establecido.

Sobre la oblea se vierte la fotoresina, esta es un material sensible a la luz que es
capaz de alterar sus propiedades fisicas ante la exposicion a ella. Para crear nuestros
disenos, se utilizo una fotoresina negativa, es decir que esta se endurece ante la
exposicion de luz y calor. Para ello se la expone a la luz UV controlada, con una
intensidad y tiempo determinados para alcanzar la altura de los canales deseados.
En la sala limpia de la CNEA, se cuenta con un alineador de mascaras para litografia
de una o dos caras, el equipo EVG-620. Se expuso a la fotoresina a una radiacion
UV de 300W de potencia con haz de plano de 6”durante 10 segundos para cambiar
sus propiedades y poder obtener el modelo deseado.

Para el proceso de spin-coating, se utiliz6 un G3P SPINCOAT de Specialty
Coating Systems Inc. Luego se utilizo la TLK 49 de Tecnologic para la coccién
de las fotoresinas, donde se colocé la oblea sobre el hot plate durante 1 minuto a
110°. Para el sputtering se utilizé el equipo ATC ORION series de AJA Interna-
cional. Finalmente, para el proceso de lift-off se utiliza acetona para remover todo
aquella fotoresina que no era parte del diseno original.

7.2.4. Superficie con micro-canales encapsulados con PDMS

El PDMS es el resultado de la unién de un elastémero y un agente curante en
una relaciéon de 10:1 generalmente. El mismo se utilizard para crear micro-canales
entre la superficie y el PDMS.

s Obtencién del PDMS

1. Se pesaron 9,24 g de elastémero y 0,886 g del agente curante para obtener
10,126 g de solucién en una relacion 1:10 de agente curante y elastomero.
Estos gramos se pensaron para obtener un espesor de 1 mm aproximadamente
cuando se vertiera la solucion en media oblea de 50 micrones de 125 fotoresina
como se puede observar en la Figura

2. Se mezclé con una cuchara de plastico durante 5 minutos para lograr una
solucién lo mas homogénea posible.
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-

Figura 20: Media oblea de SiO5 con uno de los disenos de micro canales hecho por
litografia. En este caso los rectangulos que se observan son reservorios que serviran
para contener distintas soluciones.

3. A la media oblea de 50 micrones de fotoresina, que se usara como molde, se le
construyeron paredes con cinta de papel para evitar que la solucién liquida se
derrame. Dichas paredes se pueden ver en las Figuras 20] y 21]

4. Se virtio la solucién de PDMS en el molde con una cuchara de plastico y se la
desparramo para lograr una superficie de espesor homogéneo.

5. Al mezclar la solucién se generaron muchas burbujas que hacian que la misma
sea opaca y no se pudiera ver la oblea, por lo tanto se coloco la oblea en un
recipiente de vidrio y luego en un desecador para sacarle a la solucién de PDMS
el aire atrapado. Este desecador consta de una capsula de vidrio a la cual se
le retira el aire con una bomba de vacio durante 15 minutos o hasta observar
que las burbujas se habian ido. En la Figura 22| se puede ver el secador con la
oblea.
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Figura 21: Molde de media oblea con paredes construidas con cinta de papel

Figura 22: Desecador para PDMS con manguera conectada a bomba de vacio

6. Cuando se observo que el PDMS no tenfa mas burbujas se retiré del desecador
y con el fin de agilizar el proceso de solidificacién del PDMS se lo colocé en el
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10.

11.

12.

13.

14.

horno durante 1 hora a 70°C.

Se retiraron las paredes de cinta de papel con mucho cuidado y se envolvié el
PDMS con cinta adhesiva a ambos lados con el fin de evitar que se le adhiera
suciedad durante su manipulacion.

Se agujerearon los reservorios con una mecha de 1 mm.

Se retiraron las cintas adhesivas del PDMS.

Se realizé un lavado con etanol y con aire comprimido se secaron las superficies

de SiO, v del PDMS.

= Pegado del PDMS a la superficie

Se colocd, en una superficie de vidrio, el PDMS con los canales expuestos hacia
arriba y la superficie de SiO, de la parte metalizada expuesta para arriba
también.

Se colocé la superficie de vidrio con las superficies en una capsula de vidrio
conectada a una bomba de vacio instaladas dentro de un microondas como se
puede observar en la Figura 23] Las superficies se colocaron de esta manera
para generar una activacion superficial y para luego generar la union del PDMS
y de la superficie de SiOs.

Se genero6 vacio dentro de la capsula encendiendo la bomba de vacio.

Durante 1 segundo se puso a funcionar el microondas, en ese intervalo de
tiempo se observd una luz rosa que indica la generaciéon de plasma, lo que
activo las superficies y facilité la unién de las superficies.
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Figura 23: Interior del microondas con la cAmara de vacio donde se genera el plasma.

15. Se mojaron las caras internas de PDMS con agua destilada y se unieron a las
superficies de 6xido de silicio con el fin de evitar que quede aire en el medio
de ambas. La union del PDMS con su diseno unido a las superficies generé los
micro canales entre ambas partes.

16. Se colocaron pequenas pesas encima de los prototipos durante 5 minutos con
el fin de desplazar todo el aire que pudiera haber quedado entre la superficie
y el PDMS.

17. Se colocaron en el horno los dispositivos unidas con los pesos a 100°C' durante
10 minutos para evaporar el agua que pudo haber quedado atrapada.

18. Se colocaron nuevamente pesos encima de los dispositivos durante 15 minutos.

19. Con una micropipeta se inyect6 agua destilada en el extremo A del dispositivo
de la Figura [24] y se observo con el microscopio que el agua destilada salié por
el otro extremo. Asi verificamos la continuidad de los canales generados por
una unioén exitosa entre el PDMS y la superficie de SiOs.
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La Figura[20] muestra uno de los disefios que se utilizaron para probar el protocolo
de inmovilizacién de anticuerpos el cual simplemente consiste de dos reservorios
contiguos, uno para realizar la prueba positiva y otro para la prueba control. Cuando
se realizaron todos los pasos del protocolo de inmovilizacion de anticuerpos de la
secciéon fue posible darse cuenta que este diseno impedia enjuagar el reservorio
una vez que se terminaba un paso y se queria continuar al siguiente. Por esta razon
se optoé por el diseno que se puede observar en la Figura que posee canales,
bifurcaciones y dos salidas que le permiten a la solucién fluir de un extremo al otro
permitiendo que cuando se enjuaga, el excedente salga por el extremo opuesto a la
inyeccién de reactivos.

Se utilizaron superficies de SiO, y de Au para la formacién de los dispositivos.
Con las superficies de SiOs se logro una correcta unién con el polimero mientras
que para el Au los resultados no fueron favorables. El proceso para lograr la uniéon
entre metales como el oro y polimeros requiere de otros procesos, que involucran el
manejo de gases peligrosos, por lo que se opto por solo trabajar con las primeras
superficies.

Figura 24: Diseno del molde para la creacion del PDMS
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Se realizaron 5 obleas de PDMS con el disefio de la Figura [24] para luego realizar
el pegado en superficies de SiOs. Se obtuvieron resultados como los obtenidos en la
Figura 25| . De los 5 dispositivos se obtuvo uno defectuoso en el cual la superficie de
PDMS no se pego completamente al SiOs.

Figura 25: Dispositivos de PDMS en superficie de SiO,

Una vez que los dispositivos estaban armados se comenzé a aplicar el protocolo
Inmovilizacién de anticuerpos en dispositivos PDMS.

Se tomdé como base el protocolo de inmovilizacién de anticuerpos sobre sustratos
de silicio hidroxilados ya que los dispositivos se armaron sobre superficies de SiOs.
Se realizaron varias adaptaciones al protocolo original en cuanto a los tiempos de
espera entre pasos y también la cantidad de muestras utilizadas.

Las inyecciones de las soluciones en el dispositivo de la Figura [24] se realizaron en
el reservorio B mediante una micropipeta y se observé como se generaba una gota
en el reservorio A lo que nos aseguraba que el canal se encontraba lleno. También

en cada inyeccién se podia observar el frente de avance de la solucién del reservorio
B al A.

1. Preparado de la solucion de APTES

» La solucion para la silanizacion es 5 % APTES, 5 % agua destilada y 90 %
etanol.
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2. Inmersion de las obleas

= Sumergir los dispositivos en la solucion por 2h a temperatura ambiente.
= Enjuagar con agua 3 veces y luego 3 veces con etanol.

= Almacenamiento en etanol.
3. Generacion de grupos aldehidos
» Hacer reaccionar con 2,5%(v/v) gluteraldehido en PBS por 2 horas a

temperatura ambiente.

= Enjuagar con PBS

4. Inmovilizacién del anticuerpo

= Hacer reaccionar la superficie con la solucién de anticuerpo 0,1 =4 en

ml
PBS durante 60 minutos.
= Enjuagar con PBS
= Sumergir por 15 minutos en etanolamina 1M para desactivar los grupos
aldehidos restantes.

5. Solucién de 100 pl de estreptavidina y 100 pl de agua destilada.

= Se coloca la solucion en la superficie.
= Envolver el recipiente contenedor en aluminio para protegerlo de la luz.

s Hacer reaccionar durante 1 hora a 4°C.

En cada etapa del protocolo se observaban los canales a través del microscopio
para asegurarnos de que la solucién estuviera dentro de los canales reaccionando con
la superficie.

Vale aclarar que como estabamos aplicando el protocolo a micro-canales, las can-
tidades que se utilizaban para el armado de las soluciones en cada paso eran mucho
menores a aquellos que utilizados para las superficies en las secciones anteriores.

Para evitar la evaporacion de los reactivos y soluciones en los canales, se opto
por realizar la incubacién en una camara himeda.

Una vez terminado el protocolo de inmovilizacion de anticuerpos, se lavaron las
superficies con una solucion de estreptavidina de igual manera que en la seccion

2.1l
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7.3. Resonancia de plasmén superficial

Una forma de caracterizar la unién de un anticuerpo a la superficie es la técnica
de SPR, que mide fenémenos que tienen lugar sobre la superficie de oro en tiempo
real. El propésito del uso de esta técnica fue el de observar las estructuras que se
generaban a lo largo del protocolo.

Se utilizé el equipo SPR NAVI 210A que se puede observar en la Figura 26| con
superficies de vidrio metalizadas con 50 nm de oro con un mordiente de titanio,
incluidas en el material del equipo. En ambas celdas se realizé la inmovilizacién de
anti ferritina en una concentracién de 10 4. En una de las celdas, se trabajé con
Albtimina en una concentracién de 300 22 y en la otra con exceso de ferritina. El
objetivo de esto era observar el cambio en la senal a medida que se generaban las

reacciones, poder ver la unién especifica Ac-Ag en la celda del Anticuerpo y con la
BSA.

Figura 26: Equipo SPR NAVI 210A

Se definié una longitud de onda de 785 nm, que permitié mediciones mas agudas
y sensibles y una velocidad de barrido de medicién de 3 segundos. La velocidad
de flujo sobre las celdas fue de 10 ul/minutos para lavar las superficies en cada
instancia utilizando agua destilada, ya que todos los reactivos estaban diluidos con
agua. Lo primero que se hizo fue medir el angulo de resonancia del oro con agua
para utilizarlo como referencia obteniéndose un valor de 53° y con ello se procedié
a realizar el preparado de las superficies.
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Como indica el protocolo de Inmovilizaciéon de anticuerpos, se incub6 con EDC-
NHS para la activacion las superficies. Se lo lavé durante tres minutos y se limpid
con agua. Se coloco el anticuerpo para generar las uniones, si la activacion es exitosa
al colocar las proteinas se deberia ver un primer desplazamiento del angulo de reso-
nancia, lo que se refleja como un aumento en en eje y. Con el fin de evitar uniones
inespecificas sobre las superficies, se colocé etanolamina antes de lavar con antigeno.

Para colocar el antigeno, ferritina, se hizo una primera incubacién con una dilu-
cién de 1 en 100. Luego se hizo pasar por la celda nuevamente una concentracion
mayor de Ag. Finalmente, se hicieron dos lavados con NaOH 0.1 M para remover el
Ag en cada celda.
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7.4. Biotinilacion

En este trabajo, resulta de suma importancia conocer el rol que ocupara la es-
treptavidina conjugada a un floréforo ya que mediante la fluorescencia que emite,
podremos identificar si los anticuerpos biotinilados efectivamente se encuentran in-
movilizados en la superficie o no. Acd toma importancia la biotinilacion del anticuer-
po. Para lograr que la estreptavidina identifique a los anticuerpos de una manera
especifica y sensible debemos contar con una unién especifica. Como vimos en el
apartado de Marco tedrico en la seccién Estreptavidina-Biotina, esta interaccion
es altamente especifica y genera un incremento en la senal dado que varias moléculas
de biotina pueden ser unidas quimicamente a una sola molécula de anticuerpo.

Por lo tanto si nuestro objetivo es que la fluorescencia emitida por la estreptavi-
dina conjugada a un floréforo refleje la cantidad de uniones que se generaron entre
la superficie y los anticuerpos debemos biotinilar el anticuerpo para que luego la
estreptavidina genera una unién especifica con las biotinas unidas al anticuerpo.

A continuacién detallaremos el protocolo que se siguid en este trabajo para bio-
tinilar los anticuerpos y los correspondientes reactivos utilizados.

Reactivos

= 20217 EZ-Link NHS-Biotin, 100mg, N-hydroxysuccinimidobiotin. Peso mole-
cular: 341,38 ;. Almacenamiento: recipiente desecado a temperatura am-
biente.

= NHS-Biotina 10mM en DMSO (dimetil sulf6xido).
Procedimiento:

= Preparar la solucion de NHS-Biotina en DMSO justo antes de usarse.
= Agregar el volumen calculado de proteina a la solucién.
» Dejar reaccionar 2 hs a 4° C.

= Si es necesario, dializar para remover el exceso de NHS-biotina sin reaccionar.

Para realizar los pasos del protocolo fue necesario preparar algunas soluciones,
para ello a continuaciéon enumeramos los datos que tenemos para luego hacer los
calculos correspondientes para obtener las concentracién que debemos utilizar para
una correcta biotinilacién del anticuerpo.

Datos:
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Figura 27: Reactivo Sigma NHS-Biotin.

Solucién NHS-Biotina 10 mM en DMSO

Se debe agregar el reactivo de biotina con un exceso molar de 20 veces con
respecto al Ac.

» La concentracién del Ac que poseemos es de 4,7 9.

El peso molecular del Ac es de aproximadamente 150.000 ~Z.

La concentracién de Ac final que deseamos es de 0,2 4.

Célculos:

Se utilizé una solucién de anti ferritina con una concentracién 4,7 . Para lograr
agregar el reactivo de biotina con un exceso molar de 20 veces con respecto al Ac
debemos calcular cuantos moles de anticuerpo hay en 4,7 g de solucién. Sabiendo
que un mol de anticuerpo pesa 150.000 g, en 4,7g tenemos 3,13 x10~° moles de Ac.

Luego sabiendo que necesitamos una relacién molar 20:1 de NHS-biotina (B) y
anti ferritina. Para 3,13 x10~° moles de anticuerpo se necesitan 0,62 m moles de B.
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Luego se paso esta relacion de moles a volumen sabiendo que la soluciéon NHS-
biotina tiene una concentracién 10 mM y la del anticuerpo 4,7 . También se sabe
que esos moles de Ac equivalen a 4,7 g que estan en 1 litro de solucion.

= 0,62 m moles B estan en 62 ml de la solucién NHS-biotina 10 mM.

» 3,13 x107° moles Ac estan en 1000 ml de la solucién de Ac 4,7 7.

Se logré pesar 0,2 g de NHS-Biotina, conociendo su peso molecular se puede
obtener la cantidad de moles.

314,38¢g B— 1 mol B
0,2gB — X= 0,63 ¢ moles B

Luego sabiendo que la concentracién de la solucion de biotina es 10 mM, para
obtener 0,63 1 moles de B necesitamos 64 ul de solucion.

Por tltimo se obtuvieron los voliimenes para formar la solucién del anticuerpo
biotinilado sabiendo que necesito 64 ul de NHS-biotina 10 mM y 100 ul de solu-
cién del anticuerpo y que se quiere obtener una concentracién de 0,17 mg/ml de
anticuerpo en PBS.

» 64 pl de NHS-Biotina
= 100 pl Ac
= 400 pl de PBS

Luego de obtener estos volimenes preparamos la solucién de NHS-Biotina en DMSO
10mM con 64ul de NHS-Biotina y 59 ml de DMSO. Se dejé reaccionar 2 hs en la
heladera con 100 pl de Ac en 400 pl de PBS para que se encuentre en la concentracion
deseada.
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7.5. Revelado con estreptavidina

El reactivo de estreptavidina que se utilizo es el reactivo Streptavidin—FITC de
Streptomyces avidinii S3762 de 1 mg en polvo de Sigma-Aldrich. Como se puede
observar en el Figura viene contenida en un envase oscuro para protegerlo de
la luz, por esta razén es importante que luego de usar el reactivo, se recubran las
superficies en papel aluminio para evitar el contacto con la luz.

Figura 28: Reactivo Sigma estreptavidina S3762

En el catalogo del producto aconsejan encontrar la diluciéon de trabajo 6ptima
empiricamente utilizando un rango de diluciones a partir de una solucion madre de
1

1 4. Se realiz6 una dilucién en serie obteniendo diluciones de %, e % y %. Estas

soluciones se colocaron en un Well de una placa de 96 pocillos como indica la Figura

Luego se utilizé el espectrofotémetro Beckman Coulter DTX 880 Multimode De-
tector para cuantificar la fluorescencia a distintas concentraciones. Asi se encontré
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Figura 29: Ejemplo de un Well de 96 pocillos [72]

que la minima concentracion detectable era aquella dilucién de }l. Por lo tanto pa-
ra asegurar la visualizacion de la fluorescencia se utilizé la muestra diluida por la
mitad.

Esta soluciones se prepararon en recipientes envueltos en papel aluminio para
proteger la solucion de la luz.

Para utilizar la menor cantidad de muestra posible se utilizaron pocas gotas por
superficie y luego se colocé por encima papel parafina para distribuir la solucion a
lo largo de toda la superficie. De esta manera se generé mayor superficie de contacto
con un volumen de reactivo pequeno. Luego de colocar la estreptavidina en las
superficies, rapidamente se envolvié el recipiente que contenia a todas las superficies
en papel aluminio. Se dej6 reaccionar durante una hora en la heladera y por ultimo,
se sumergieron las superficies en PBS y se coloco el recipiente que las contenia en
un agitador eléctrico durante 15 minutos para retirar el excedente y enjuagar.

Se transportaron las superficies en el recipiente envuelto en papel aluminio a
visualizarlas a través del microscopio. Contabamos con un microscopio Olympus
BX63/BX53 como el de la Figura 30} El mismo tiene un software asociado llamado
Programa OLYMPUS, DP Manager y DP Controller el cual permite observar las
superficies en la pantalla de una computadora a nivel microscépico y facilita la
captura de las mismas. Estas imagenes se guardaron en un pendrive para luego
realizar el procesamiento de las mismas.

Por cada superficie se lograban obtener alrededor de 9 imagenes, dependiendo del
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tamano de la superficie. Se comenzo por el extremo superior izquierdo y se continuo
hacia el extremo inferior derecho en forma de guardia griega, a lo largo de este
recorrido se obtuvieron imagenes teniendo el cuidado de que no se repita la misma

seccién de la superficie.
i e

I

-

Figura 30: Microscopio Olympus BX63/BX53. Imagen tomada del catdlogo del pro-
ducto BX63/BX53 de Olympus
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7.6. Procesamiento de Imagenes

El fluoréforo FITC en su espectro de exitacién tiene un pico maximo de 492 nm
y un pico minimo de 320 nm. La emision maxima se realiza a los 518 nm, en la
region verde-azulada del espectro, color que puede modificarse al introducir filtros
amarillos. El isotiocianato de fluoresceina emite luz verde amarillenta intensa. Este
color verde es el que observamos en las imagenes obtenidas.

Las imagenes de las superficies funcionalizadas se obtuvieron mediante el micros-
copio Olympus BX63/BX53 utilizando el filtro 2 que viene con el dispositivo.

Para procesar las imagenes se utilizo el ambiente de trabajo Google Collabora-
tory, el lenguaje Python 2.7 y las librerias: matplotlib, itk, numpy, skimage, scipy,
PIL, statistics, openpyxl, openpyxl.styles, cv2 y google.colab.patches. Para mas in-
formacion acerca de la importacién de librerias en Python ver la seccién del
anexo.

Se obtuvieron imégenes de las distintas muestras analizadas en cada prueba, y
de cada material utilizado (superficies de Au y de SiOy).

Los nombres utilizados para las distintas muestras a analizar describen los reac-
tivos que son usados en cada caso:

» Ac+B+S: El anticuerpo biotinilado (Ac+B) fue inmovilizado en la superficie
siguiendo los protocolos de inmovilizacién de anticuerpos de la seccién y
y luego se le agregd la estreptavidina (S) la cual se une especificamente
con la biotina. Este es nuestro experimento de prueba, el cual sera contrastado
con los distintos controles.

= Ac+S: Representa el anticuerpo inmovilizado no biotinilado en la superficie
que se hace incubar estreptavidina.

= BSA+S: Se utilizé la proteina albimina, la cual es muy adherente a las super-
ficies. Luego se hace reaccionar estreptavidina.

= S: Superficies no funcionalizadas lavadas uinicamente con estreptavidina.
Los grupos y sus subgrupos son los siguientes:
= Superficie de Au

e Ac+B+S
o Ac+S
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e BSA+S
e S

= Superficie de SiO,

e Ac+B+S
o Ac+S

e BSA+S
e S

Las imagenes fueron procesadas para filtrar los posibles errores y para obtener
las métricas que luego se usaran para comparar las distintas muestras cuantitativa-
mente.

Por una falla en el lente del microscopio utilizado obtuvimos en las imagenes una
sombra oscura circular en el centro de las mismas, siempre en la misma posicion.
Para evitar que esta falla interfiera en los resultados, no se incluye para el procesa-
miento los pixeles de esta zona. Para ello se utiliz6 una méscara. En la Figura [47] la
imagen de la izquierda muestra la mascara que consta de un circulo blanco central.
Este circulo se posicioné con ayuda de la imagen central de la Figura [47) donde se
observa claramente la sombra oscura central que genera el error de la lente. En la
imagen derecha de la Figura |47] se verifica que el circulo de la mascara se encuentra
posicionado correctamente en la zona sombreada de la imagen central.

La maéscara obtenida es de igual tamano que las imagenes a analizar: (1024, 1360,
3) pixeles. La cantidad de pixeles blancos pertenecientes a la mascara son 282697 y
los pertenecientes al fondo son 1109943. Partiendo de un total de 1392640 pixeles
por imagen, la relacién méscara-fondo es del 20,3 % por lo tanto la cantidad de
pixeles a analizar es abundante. El cédigo que se utilizé para la generacion y el
andlisis de la mdscara se puede observar en las secciones del anexo [I11.1.5] y [11.1.6]
respectivamente.

El objetivo del procesamiento de imagenes es evaluar la presencia de Ac bioti-
nilados en las superficies. Dado que la estreptavidina tiene mucha afinidad con la
biotina, y que la misma esta marcada con un fluoréforo, la hipétesis es que a mayor
fluorescencia en la imagen, mas son las uniones especificas entre la estreptavidina y
la biotina, lo que significa que habra mas anticuerpos biotinilados inmovilizados en
la superficie.

Con el procesamiento obtenemos métricas que nos permiten obtener resultados
cuantitativos del nivel de fluorescencia de cada imagen para luego poder compararlas
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entre si.

Las métricas que se calcularon para conocer el nivel de fluorescencia de cada
imagen son los siguientes:

» UG: Por cada pixel de una imagen se calcula la luminiscencia (L), en particular
el fenémeno de la fluorescencia, con la férmula[I} indicada en el marco teérico
del Procesamiento de imdgenes en la seccién [5.9] luego se toma la mediana de
estas mediciones y se obtiene asi un valor de fluorescencia por imagen. Luego
se toma el grupo de imégenes que pertenecen a la misma muestra y se calcula
el umbral general (UG) calculando el promedio de todos los umbrales por
imagen. Este umbral general representa el comportamiento de fluorescencia de
este grupo de imagenes ya que indica cual es el valor de fluorescencia promedio
en imagenes cuyas superficies fueron expuestas a los mismos tratamientos, lo
que equivale a decir que es el valor de la luminiscencia de esa superficie.

» % L: Refleja la cantidad de pixeles cuyos valores de fluorescencia son mayores
al UG sobre la cantidad total de pixeles. Representa qué porcentaje de la ima-
gen nos da informacién significativa acerca de qué efecto generan los reactivos
de la superficie a la luminiscencia que luego se observa.

» Max L: El maximo valor de fluorescencia obtenido por algin pixel pertene-
ciente al grupo de iméagenes correspondiente.

= Min L: El minimo valor de fluorescencia obtenido por algin pixel pertene-
ciente al grupo de iméagenes correspondiente.

= Mediana L: La mediana de los valores de fluorescencia obtenido de los pixeles
de las imagenes correspondientes a los distintos grupos de iméagenes.

» % Img: Cantidad de pixeles verdes de la imagen con respecto al total de
pixeles activos. Llamamos pixeles activos a la cantidad de pixeles total menos
la cantidad de pixeles que se encuentran en la zona del error del lente y los
cuales no fueron tenidos en cuenta para el procesamiento de imagenes y la
obtencién de resultados.

Para el procesamiento de imégenes se cuenta con tres pasos para obtener las
métricas que luego definirdn a cada grupo de imagenes.
Detallamos los tres pasos del procesamiento:

» Célculo umbral por imagen
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Se recorren las pixeles de las capas R, G y B de una imagen, y por cada pixel
activo, se mide la luminiscencia (L), en particular el fenémeno de fluorescencia,
con la ecuacion 2

L =0,2126 % R+ 0,7152 % G 40,0722 « B (2)

Para obtener el umbral por imagen, primero se arma una lista con los valores
de luminiscencias de cada pixel que sean distintos. Por ejemplo, si dos pixeles
tienen la misma L, dicho valor se insertara solo una vez en la lista. Luego se
calcula la mediana de la lista de luminiscencia y asi se obtiene el umbral de
la imagen. Se toma la mediana porque queremos tomar el valor que refleje el
comportamiento de la mayoria de los pixeles sin que se vean afectados por los
outliers. El cédigo de esta funcién puede encontrarse en la seccién del
anexo.

= Calculo de umbral general de luminiscencia

Se toma un grupo de imagenes de la misma muestra, los pixeles de dichas
imégenes se asume que tienen comportamientos similares y por cada imagen
calculamos su umbral explicado en la funcién 'Cdlculo de Umbral por Imagen’
y cuyo cédigo se encuentra en la seccién [I1.1.3] Luego el umbral general de
este grupo de imdagenes se obtiene calculando el promedio de todos los um-
brales por imagen. Este umbral entonces ahora representa el comportamiento
de luminiscencia de este grupo de imagenes las cuales pertenecen a la misma
muestra. El codigo de esta funcién puede encontrarse en la seccién del
anexo.

= Analisis

La funcién andlisis es aquella que engloba las funciones mencionadas ante-
riormente y la que genera las planillas de Excel con los resultados obtenidos,
el codigo de la misma se puede encontrar en la seccién del anexo. En
primer lugar la funcién calcula el umbral del grupo de imagenes explicado en
la funcion ’Cdlculo de Umbral General’ cuyo codigo se encuentra en la sec-
cién Luego recorre de todas esas imdgenes, todos sus pixeles activos y
se calcula la luminiscencia con la ecuacién 2 de la tarea 'Céalculo de Umbral
por imagen’. Con ese conjunto de luminiscencias se calcula el porcentaje de
luminiscencia de la imagen, el maximo, el minimo, la mediana, la cantidad de
pixeles cuya luminiscencia supera el umbral general y el umbral general.
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A modo de ejemplo, se puede observar en la Figura |31 el formato de la planilla
que se genera para cada grupo de imédgenes. Donde por cada imagen del grupo
se calculan las métricas mencionadas.

. 18-10 V.2 Ac-B+S v &

Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientas Complementos Ayuda Acce

& P 10% v € % 0 09 123v | Predetermi. v 11 v | B I & A 4

A B c D E F G H

1 Coleccién Imagenes % Luminicencia Max L Min L Mediana L BinsL>Umbral Umbral L

2 Image 12 0,3869628906 236,589 22,3064 56,766 5389 22,23087647
3 Image 13 0,2559168199 236,589 22,2318 83,2116 3564 22,23087647
4 Image 14 0,1581887638 236,589 22,3064 236,589 2203 22,23087647
5 Image 15  0,3119255515 236,589 22,3064 101,6905 4344 22,23087647
6 Image 16  0,1635024127 236,589 22,2988 236,589 2277 22,23087647
7 Image 17  0,2048627068 236,589 22,3 236,589 2853 22,23087647
8 Image 18  0,3127154182 236,589 22,233 90,366 4355 22,23087647
9 Image 19  0,1901424632 236,589 22,3064 236,589 2648 22,23087647
10 118-10v.2 Ac-B+S Image 20  0,2199419807 236,589 22,2382 236,589 3063 22,23087647
" Image 21 0,1805204504 236,589 22,2382 236,589 2514 22,23087647
12 Image 22 0,2802590763 236,589 22,233 117,948 3903 22,23087647
13 Image 23 0,251752068 236,589 22,2318 236,589 3506 22,23087647
14 Image 24 0,1490693934 236,589 22,233 236,589 2076 22,23087647
15 Image 25  0,1492130055 236,589 22,2382 236,589 2078 22,23087647
16 Image 26 0,1607019761 236,589 22,233 236,589 2238 22,23087647
17 Image 27  0,1624253217 236,589 22,2382 236,589 2262 22,23087647
18 Image 28  0,2245375689 236,589 22,2318 236,589 3127 22,23087647

Figura 31: Diseno del Excel obtenido para la coleccién 18-10 v2. Ac-B+S.

Luego se dividi6 toda esta informacién en 4 grandes grupos dependiendo del
tipo de prueba al que pertenecen: Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S. Con esa infor-
macién agrupada se generd un cuadro resumen que refleja el comportamiento
general de cada grupo de prueba.
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8. Resultados

A fin de evaluar la funcionalizacion de las superficies ensayadas, se obtuvieron
y procesaron 462 imdgenes de acuerdo a los métodos descriptos en la seccién [7]
Se tomaron imégenes de muestras realizadas tanto en superficies de Au como de
SiO,. Cada imagen pertenece a un grupo dependiendo del tipo de prueba que se
haya hecho en cada superficie. Los distintos tipos de pruebas son Ac+B-+S, Ac+S,
BSA+S 6 S. Estas cuatro muestras se diferencian por los reactivos y los protocolos
que se aplicaron en cada superficie. En primero lugar se procedié a filtrar las imége-
nes que presentaban notorias irregularidades quedando un total de 372 imagenes a
analizar. De esta manera, este filtro de imagenes asegura que los resultados sean
representativos de los experimentos que se realizan en las superficies.

Con el fin de poder comparar cuantitativamente el comportamiento de la fluo-
rescencia en cada grupo de imagenes agrupamos la informacién por superficie y por
reactivos utilizados. Esta informacién se visualizara en formato de grafico de barras
con sus respectivos errores.
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8.1. Au

En esta secciéon mostraremos los resultados que se obtuvieron del procesamiento
de imagenes de pruebas realizadas sobre superficies de Au.

Recordamos que el umbral de cada imagen se obtiene a partir de la mediana de los
valores de luminiscencia de cada pixel de la misma. Luego el umbral general (UG) es
un valor comtun a un grupo de iméagenes y corresponde al promedio de los umbrales
de cada imagen. Este umbral general representa el comportamiento de fluorescencia
de este grupo de imagenes ya que indica cual es el valor de fluorescencia promedio
en imagenes cuyas superficies fueron expuestas a los mismos tratamientos.

En la Figura 32| se puede observar que el mayor umbral general (UG) se obtuvo
en la prueba de interés (Ac+B+S) con un valor de 41,98 y que todo el resto de las
pruebas dié un valor de UG mas bajo de un promedio de 19,17. Esto muestra que
en la prueba de interés, todas las imagenes que se obtuvieron en conjunto dieron el
mayor valor de luminiscencia que representa mayor cantidad de verde. También es
el experimento cuyas imagenes mostraron tener mayor cantidad de pixeles con un
valor de luminiscencia mayor al promedio.

En la Figura también podemos ver que la prueba de interés (Ac+B+S) no solo
di6 el mayor valor de UG sino que también posee una mayor cantidad de pixeles con
valores mayores al UG. Es decir, en las imégenes de esta prueba hay méas cantidad
de pixeles verdes.

En la Figura podemos observar que nuevamente el grupo de imagenes que
posee los valores mas altos de ambas métricas es el de Ac+B+S. Estas métricas
representan la cantidad de pixeles activos que presentan fluorescencia con respecto
del total de pixeles de la imagen.

Los valores de las métricas de las Figuras surgieron del procesamiento de imégenes
mediante el codigo en Python que se puede analizar en la seccién del anexo.

En la Figura [37 se muestran ejemplos de las imédgenes de las distintas pruebas
realizadas sobre superficies de Au. En la Figura se pueden observar dos casos
representativos de la muestra de Ac+B+S donde observamos una imagen con la
mayor cantidad de pixeles negros y unos pocos en un verde tenue. En la Figura
se pueden observar dos imagenes de las muestras Ac+S y BSA+S las cuales son
mayormente negras y en algunas imagenes de la muestra de BSA+S se logran ver
pixeles con una leve intensidad de verde como se ve en la Figura |35 En la Figura
se ven imagenes de la muestra S.
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Superficie Au
B Pixeles=UG UG

10,000

1,000

100

41.98 12.32 24.46 20.75

AcC+B+S Ac+5 BSA+S S
Figura 32: Grafico de barras de la cantidad de pixeles con intensidad mayor al umbral

general (UG) y del valor del umbral general. El gréfico muestra los valores de los 4
grupos de pruebas sobre superficies de Au: Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S.
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Superficie Au
%L m%img
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0
Ac+B+5S Ac+S BSA+S S

Figura 33: Grafico de barras de las métricas %L y % Img de los 4 grupos de pruebas
sobre superficies de Au: Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S.
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Figura 34: Muestra Ac+B+S

Figura 35: Izquierda: Muestra Ac+S ; Derecha: Muestra BSA+S

Figura 36: Muestra S

Figura 37: Imagenes capturadas por el microscopio sobre superficies de Au
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Figura 38: Histogramas de los valores de luminiscencia para la prueba Ac+B+S
(Izquierda) y Ac+S (Derecha) sobre superficies de Au

Se realizé un histograma para observar la frecuencia de valores de luminiscencia
de los pixeles. Realizamos un histograma con 125 bins para una imagen de la prueba
Ac+B+S y otro para la prueba Ac+S. Como sabiamos que las imagenes eran oscuras
e ibamos a ver una acumulacion de bins en una zona particular elegimos graficar con
125 bins para observar con mayor detalle la distribuciéon. En la Figura [38 podemos
observar la frecuencia de luminiscencia que poseen los distintos pixeles de una imagen
con una linea punteada roja que representa el valor del umbral general.
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8.2. SiOy

En esta seccién se mostraran los resultados que se obtuvieron de las distintas
pruebas en las superficies de SiO,. Al igual que en la secciéon de Au, observamos
como los mayores valores de métricas los encontramos en la muestra Ac+B+S. La
diferencia que se ve a simple vista es que estos valores son muy mayores con respecto
a pruebas de control. Este comportamiento se puede ver en los graficos de barras de

las Figuras [39] y [40]

Superficie de SiO:

M Pixeles>UG UG

100,000

10,000
1,000
100
10
41.844 20.899 23.230 23.056
1
S

Ac+B4+S Ac+S BSA+S
Figura 39: Grafico de barras de la cantidad de pixeles con intensidad mayor al umbral

general (UG) y del valor del umbral general. El grafico muestra los valores de los 4
grupos de pruebas sobre superficies de SiOs: Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S.
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Superficie de SiO2
m%L m%img

2.550

2.050 I

1.550
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2.029 i 0.437 0.287 ﬁ 0.360 0.670
0.050
Ac+B+5 Ac+S BSA+5 5

Figura 40: Grafico de barras de las métricas %L y % Img de los 4 grupos de pruebas
sobre superficies de SiOs: Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S.

Los valores de las métricas de las Figuras surgieron del procesamiento de imagenes
mediante el c6digo en Python que se puede analizar en la seccién del anexo. En
la Figura[44]se muestran ejemplos de las imdgenes de las distintas pruebas realizadas
sobre superficies de SiO».

En la Figura se pueden observar dos casos representativos de la muestra de
Ac+B+S donde observamos una imagen con un fondo uniforme en verde y luego
puntos donde el verde se hace mds claro e intenso. En la Figura[d2]se pueden observar
dos imégenes de la muestra Ac+S las cuales son mayormente negras En la Figura
se ven imégenes de la muestra S.
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Figura 41: Muestra Ac+B+S

- =

Figura 42: Muestra Ac+S

Figura 43: Muestra S

Figura 44: Imégenes capturadas por el microscopio sobre superficies de SiOq
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Se realizé un histograma para observar la frecuencia de valores de luminiscencia
de los pixeles. Realizamos un histograma con 125 bins para la prueba Ac+B+S y
otro para la prueba Ac+S. Como sabiamos que las imagenes eran oscuras e ibamos
a ver una acumulacién de bins en una zona particular elegimos graficar con 125 bins
para observar con mayor detalle la distribucién. En la Figura[d5 podemos observar la
frecuencia de luminiscencia que poseen los distintos pixeles de una imagen con una
linea punteada roja que representa el valor del umbral general. Podemos observar
que en la prueba Ac+B+S hay mas cantidad de pixeles con valores de luminiscencias
mayores al umbral general. En cambio en el caso de la prueba de Ac+S vemos que
la frecuencia esta concentrada en los valores mas chicos.

Histogram bins = 125 Histogram bins = 125

60000

50000 | 500000 -

40000 4 400000 -

10000 1 300000

20000 200000 4

10000 4 100000 4

0- T T T T T
150 200 o 50 100 150 200

Figura 45: Histogramas de los valores de luminiscencia para la prueba Ac+B+S
(Izquierda) y Ac+S (Derecha) sobre superficies de SiOq

84



Proyecto Final de Carrera - [TBA 8 Resultados

La lente del microscopio con la cual se capturaban las imégenes se encontraba
danada, y esto generaba un error circular en el centro de las imégenes. Ese error se
visualiza en las imagenes como una sombra oscura circular en el centro de las mismas,
como muestra la Figura 6] Se puede distinguir la sombra con mayor facilidad en
aquellas imagenes que poseen mayor intensidad de fluorescencia y que tiene mayor
nitidez.

Aunque esta sombra, producida por el error de la lente del microscopio, no se
visualice en igual intensidad en todas las imagenes, se optd por aplicar una mascara
que filtre los pixeles que se encuentran en la zona circular central de las mismas. De
esta manera se logra un protocolo uniforme para el procesamiento que le dé igual
tratamiento a todas las imagenes. La méscara que se aplico para filtrar los pixeles
de dicha zona de error se puede visualizar en la Figura [47]

Por lo tanto, para el analisis de los resultados, tenemos que tener en cuenta que
la informacion de los pixeles centrales de las imdgenes no son tomadas en cuenta.

20.0 pm 20.0 pm

Figura 46: Ejemplos de iméagenes donde se logra visualizar el error de la lente del
microscopio como una sombra oscura circular en el centro.

El objetivo del procesamiento de imagenes es evaluar la presencia de Ac biotinila-
do en las superficies. Dado que la estreptavidina tiene mucha afinidad por la biotina,
y que la misma se encuentra unida a un fluoréforo, la hipétesis es que a mayor fluo-
rescencia en la imagen, mas son las uniones especificas entre la estreptavidina y la
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biotina, lo que significa que el anticuerpo biotinilado se encuentra inmovilizado a la
superficie. Vale aclarar que esperamos que todas las imagenes tengan un nivel mini-
mo de fluorescencia dado que siempre existen minimas uniones inespecificas. Por
esta razon esperamos que los resultados del procesamiento muestren una diferencia
entre la prueba que posee anticuerpo biotinilado del resto (Ac+B, BSA+S, S).

Figura 47: Izquierda: mascara, Centro: imagen con una sombra circular en el centro
producto de la falla del lente del microscopio, Derecha: correcta superposicion de la
mascara con la sombra oscura del error producido por la lente del microscopio.

Se tomo6 como experimento positivo o de prueba al experimento en el cual se
inmovilizan anticuerpos biotinilados y luego se hace reaccionar con estreptavidina
(Ac+B+S), lo que produce una unién especifica dando un color verde en la imagen
y el cual esperabamos que obtuviese grandes zonas verdes en las imagenes a com-
paracion del resto. Los experimentos de control son los que no poseen presencia de

biotina (Ac+S, BSA+S, S).

Coleccioén Parametros Promedios Maximos Minimos Medianas
%L 1,152250825 30,10086328  0,0244140625 0,2653234145
Max L 2288416368 246,5082 94,2216 236,589
Min L 39,87381765 52,6646 222318 38,8334
Ac+B+S Mediana L 135,0568824 236,589 47,2558 101,38965
BinsL = UG 16046,70588 419322 340 3695
uG 39,75400117 50,26296 22,23087647 38,7732
%img 1445723418 37,77869674 0,03063220364  0,3328999777
%L 0,3314861416 2,610294118 0,001364315257  0,1857622932
Max L 208,2853118 236,589 51,519 236,589
Min L 20,65666667 34,8026 6,9342 21,3786
Ac+S Mediana L 1322743763 236,589 9,0076 70,0063
BinsL>UG 4616,408602 36352 19 2587
uG 24,5037 6,903111111 21,37534828
%img 0,4159140246 3275123137 0,001711799615  0,2330750318
%L 0,2966761524  0,7823988971 0,1275993796  0,2727912454
Max L 2346279262 239,3802 106,328 236,589
Min L 2461876615 50,971 12,9406 21,0886
BSA+S Mediana L 1397721385 236,589 18,8026 106,0888
BinsL > UG 4131,630769 10896 1777 3799
uG 2400485846 5086314545 1292652963  21,02386667
Y%img 0,3722381031  0,9816720318  0,1600983114  0,3422698283
%L 04455967184  2,715418199 0,002656824449 0,3171673943
Max L 2027231349 2424648 63,5988 236,589
Min L 22,42763256 46,7584 16,0822 20,8078
S Mediana L 81,72896744 236,589 24,6646 32314
BinsL > UG 6205,55814 37816 37 4417
uG 22,35906279 46,7179 16,02938182 20,75867059
%img 0,5590880018 3,407021802 0,003333504513 0,3979483631

Figura 48: Excel de la tabla resumen de las métricas de los 4 grupos de experimentos
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En la Figura[4g§|se puede observar la tabla resumen de los 4 grupos de experimen-
tos en las superficies de Au y SiO, en donde se obtuvieron métricas que calculamos
luego de hacer el procesamiento de imagenes. El nombre de cada grupo identifica el
tipo de experimento realizado en las superficies de Au y SiOs.
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8.3. Dispositivo con micro-canales

En este trabajo se disenaron dispositivos con micro-canales con superficies de Au
y de SiO5 unidos a PDMS. Recordando el proceso para el pegado del PDMS a las
superficies de la seccién se puede observar en la Figura |49 que el plasma no
causo el mismo efecto de activacion en las superficies con respecto a su mojabilidad.
Recordamos que el tratamiento que se realiza con el plasma activa las superficies
con el fin de que las mismas resulten hidrofilicas y asi lograr el pegado entre las
mismas. Por lo tanto era de esperarse que el PDMS no se uniera correctamente en
las superficies de Au. En cambio con las superficies de SiOy obtuvimos resultados
de pegados favorables.

Figura 49: Superficies de Au y SiO, luego de ser sometidas al plasma con una gota
de agua en las mismas.

En esta seccién mostraremos algunas de las imagenes que capturamos a través
del microscopio Olympus de los micro canales del dispositivo con PDMS. En estas
imagenes no vimos sentido realizarles el procesamiento de la seccién [7.6] ya que
la fluorescencia no solo se encontraba encapsulada en los canales sino también en
sus alrededores como se puede observar en la Figura Por lo tanto creemos que
el PDMS no se pego6 totalmente a la superficie o que mediante la presion que se
generaba para hacer fluir los distintos reactivos por los canales se despegé el PDMS
dejando fluir los reactivos por las cercanias del canal.
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Figura 50: Canal del dispositivo PDMS con la inmovilizacién de la solucién Ac+B+S

Figura 51: Fluorescencia de la interseccién de los canales del dispositivo

Recordando el diseno de los micro canales de la Figura |24} en la Figura|o1|se puede
observar la gran concentracion de fluorescencia que se genera en la interseccién del
canal que viene del extremo B con el micro canal que lo cruza.
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8.4. Técnicas de caracterizacién

8.4.1. FTIR
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Figura 52: Gréfico de transmitancia obtenida a partir de la técnica FTIR en una de
las superficies de Au

La técnica FTIR se aplico en dos muestras: Mua en una superficie de oro, y mua
+ anticuerpos en una superficie de oro. Se esperaba encontrar una diferencia en los
graficos ya que en esta ultima se esperaba detectar la unién del anticuerpo con el
Mua. Los enlaces C=0 absorben el infrarrojo en un nimero de onda cercano a los
1650 em~t. Como estamos buscando los enlaces amidas, las proteinas que generan
este pico de absorcién alrededor de este nimero de onda representan enlaces C=0
presentes en los grupos amida. En los gréficos obtenidos a raiz de los datos de
transmitancia no reflejaron el pico de absorbancia que esperdabamos.

En la Figura se puede observar el grafico de transmitancia que obtuvimos.
La senal que se observa es en su mayoria es ruido a excepciéon del pico en el rango
entre 2000 y 2500 cm~!. Esta regién suele no suelen aparecer bandas y si las hay son
muy débiles. Senales en este rango de nimeros de ondas suele deberse a presencia
de enlaces triples, por ejemplo, CC, CO o CN. [45].
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8.4.2. Resonancia de plasmén superficial

En esta secciéon mostraremos los resultados que se obtuvieron aplicando el pro-
tocolo de inmovilizacion de anticuerpos en dos superficies de vidrio metalizadas con
50 nm de oro.

En la Figura[53]se aprecian las primeras variaciones sobre el dngulo de referencia a
medida que se comienza con el protocolo de inmovilizacion. En esta primera instancia
se busco generar el pegado de anti-ferretina sobre la superficie. Esto se realizd sobre
ambas celdas por igual, por lo que se esperaba encontrar curvas similares.

2.5 -

280~

1.5 1

AB SPR

1.0 —

Proteina

Etanolamina

EDC/NHS

0.5+

t [min]

Figura 53: Desplazamiento del angulo vs tiempo, en la preparacion de las superficies

Como podemos apreciar en el Figura sobre la celda 1, se vio un aumento
en la intensidad al incubarlo con Ferritina con respecto a la celda 2. Al remover el
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excedente, vemos que la capacidad de refraccion del oro cambid ya que el angulo de
resonancia se desplaza, o lo que equivale a una diferencia de intensidad percibida,
lo que confirma la unién sobre la superficie. Sobre la curva roja lo que vemos es
el pegado de la BSA con el anticuerpo porque la albiimina es una proteina muy
pegajosa pero al lavarla, mucho se pierde se puede observar en el grafico. Al ser una
unién débil, es posible remover la BSA con solo unos pocos lavados a diferencia de
la union especifica entre la anti-ferritina y su antigeno que requieren de lavados con
sustancias mas fuertes capaces de romper esa union. Igualmente, al ver que algo se
une, podemos confirmar que los reactivos se encuentran en buenas condiciones.

1 NaOH NaOH
0.20 1 10 miv 10 mi 100 mb
— 0.154 \(T(_A
© ] | VJ
2. 0.10- “
ﬂ o
°
E 0.05 -
2 ' -t
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Figura 54: Variacion de intensidad vs tiempo, en la funcionalizacion de las superficies
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9. Discusion

El objetivo de este trabajo fue poner a punto un método de funcionalizacion
de superficies para aplicarlo en el diseno de un biosensor. Esta funcionalizaciéon
es la que brinda la especificidad y sensibilidad de deteccion del sistema, logrando
asi mejores resultados y la capacidad de un diagndstico especifico para cualquier
enfermedad. Para esto se capturaron imégenes de las superficies funcionalizadas
con un microscopio para cuantificar la fluorescencia y asi evaluar si el método de
funcionalizacion fue realizado correctamente.

Se procesaron imégenes digitales con distintas intensidades de fluorescencia, esta
proviene de la cantidad de uniones que se lograron generar entre la estreptavidi-
na fluorescente y la biotina. Dado que se realizo el proceso de biotinilacién de los
anticuerpos, la presencia de estreptavidina en las superficies refleja la presencia de
biotina en las mismas que a su vez representa la inmovilizacion del anticuerpo en
la superficie. El grupo de investigacién de Keine Nishiyama presenté en 2019 un
sistema de inmunoensayo ultrasensible para detectar biomarcadores de distintas en-
fermedades. El mismo se basa en la inmovilizacién de estreptavidina a un sustrato
y la biotinilacién de anticuerpos. La introduccién del biomarcador diana y los an-
ticuerpos secundarios marcados produjo un complejo tipo sandwich anclado para
luego detectar el anticuerpo marcado con colorante fluorescente (DyLight 650) [46].
En otro tipo de experimentos, suele ser el antigeno el que se biotinila para luego ser
detectado [47] por la estreptavidina logrando asi que la fluorescencia refleje no solo la
presencia del anticuerpo inmovilizado a la superficie sino también su funcionalidad
[48] [49], que le permite generar una unién especifica con el antigeno biotinilado.
En investigaciones futuras seria interesante realizar este experimento, capturar las
imégenes, procesarlas y analizar si las métricas que se obtienen son similares a las
de este trabajo.

Del total de imédgenes que se capturaron se procedié a filtrar las que presentaban
notorias irregularidades, como se puede observar en la Figura [55] quedando un total
de 372 imagenes a analizar. De esta manera, este filtro de imagenes asegura que los
resultados sean representativos de los experimentos que se realizan en las superficies.

La lente del microscopio con la cual se capturaban las imédgenes se encontraba
danada, y esto generaba un error circular en el centro de las imégenes. Ese error se
corrigi6 filtrando las imagenes con la mascara de la manera que se puede observar
en la Figura [A7] Debemos tener en cuenta que aunque los pixeles de la zona de
la méascara no seran tenidos en cuenta para el procesamiento y por lo tanto sera
informacion que perderemos, como beneficio obtenemos tinicamente informacién que
refleja fielmente el tipo de experimento que se realiza.
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Figura 55: Ejemplos de imagenes con irregularidades.

Por otro lado, aunque las imagenes representan una seccion de la superficie y la
misma es recorrida en su totalidad, igualmente el uso de la méascara puede generar
problemas en el resultado final. Esto se debe a que de cada imagen perdemos el 20 %
de la informacion por el error de la lente del microscopio.

Con el propésito de cuantificar las uniones del anticuerpo a la superficie mediante
la fluorescencia, no solo es necesario un correcto procesamiento de imégenes, si no que
también el uso de controles experimentales negativos para tener evidencia suficiente
para sustentar los resultados [71]. En otro trabajo de investigaciéon donde también se
utilizé un fluoréforo como método de cuantificacién usaron como prueba de interés
el anticuerpo etiquetado con un fluoréforo y como control negativo solo el anticuerpo
[46].

Para ello se realizaron cuatro tipo de muestras sobre las superficies, por un lado la
la muestra de interés, anticuerpos biotinilados incubados con estreptavidina para su
revelado. Para el control negativo, cuyos resultados ayudan a estimar la cantidad de
uniones inespecificas que pudieran aparecer, se utilizé una superficie funcionalizada
con anticuerpo sin biotinilar pero incubada con estreptavidina. Si al exponerse al
microscopio se puede apreciar un tono verde, lo que estariamos viendo es estreptavi-
dina que quedo unida a anticuerpos de forma inespecifica [46]. Con esta informacién,
podriamos asegurarnos que si las superficies de Ac+B+S contienen mayor cantidad
de pixeles fluorescentes se debe a la presencia de anticuerpos biotinilados ubicados
sobre la superficie.

Por otro lado, también se incubaron superficies con estreptavidina que no habian
sido funcionalizadas previamente para poder determinar cuanta de esta podia quedar
sobre la superficie después de lavar el excedente. Luego de procesar las imagenes,
efectivamente dieron resultados inferiores de fluorescencia que aquellas superficies
que fueron funcionalizadas con anticuerpos biotinilados.

Para este trabajo, es importante no solo la calidad de las uniones si no también
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la cantidad de superficie que fue correctamente funcionalizada. Como hemos men-
cionado anteriormente, la sensibilidad y eficacia de un biosensor esta estrechamente
relacionada con la correcta caracterizacion de la superficie utilizada. Dado que las
interacciones biomoleculares son altamente especificas, el receptor bioldgico utilizado
es el responsable de la sensibilidad del sistema. Por lo que lograr una correcta uniéon
a la superficie sin comprometer la estructura ni funcionamiento del inmunorrecep-
tor, le otorgara grandes beneficios al sistema [23] [71]. En la universidad de Alberta,
Canada, Naga Gunda y un grupo de investigadores optimizaron y caracterizaron la
inmovilizacion de anticuerpos en superficies de oxido de silicio utilizando APTES y
glutaraldehido. Ellos pudieron comprobar que era posible obtener una capa uniforme
y homogénea con este tratamiento y que la union de los anticuerpos se lograba de
forma correcta. Gracias a su trabajo fue posible establecer que concentracién y du-
racion de exposicion al APTES es suficiente par a obtener una correcta sinalizacion
de la superficie [21].

Es importante mencionar que el uso de la técnica FTIR no otorgo los resultados
esperados, aunque originalmente la idea fue cuantificar los resultados mediante esta
herramienta lo que obtuvimos no fueron resultados claros. En el departamento de
quimica de la Universidad de Nueva York, el Dr Jamie Kim trabajo con SAMs en
superficies de oro utilizando el 3 protocolos diferentes, entre ellos el uso de MUA
y cuantificando mediante FTIR, SPR y micro-balanzas de cristales de cuarzo entre
otras. Gracias a sus resultados, pudimos observar el espectro de FTIR esperable
para un superficie de oro con Sulfo-NHS [44]. Al obtener espectro con mucho ruido
y picos fuera del drea de interés como se observa en la Figura [52] debimos descartar
nuestros resultados. Estimamos que esto puede haber sido causa del entorno que
rodea la maquina utilizada, la presencia de vibraciones puede alterar el resultado
ya que al hacer mediciones tan sensibles es importante contar con las instalaciones
adecuadas para obtener buenos resultados. Otra posible razén para esto, es que
el enlace de interés no se haya podido observar por la presencia de enlaces con
mediciones cercanas, causando que en el grafico no sea posible distinguirlos. La
falta de tiempo no nos permitio seguir experimentando con esta técnica para poder
obtener una respuesta mas clara de lo que ocurrié [73] [74] .

Por otro lado, gracias a la técnica de SPR fue posible ajustar las condiciones de
PH mas favorables para los anticuerpos tal que mantuvieran su estructura, también
fue posible comprobar que los reactivos se encontraba en las condiciones apropiadas
para el correcto resultado del protocolo.

Como mencionamos anteriormente, el objetivo de este trabajo fue poner a pun-

to un método de funcionalizacién de superficies para aplicarlo en el diseno de un
biosensor. Nosotras usamos los método de funcionalizacién y logramos analizar los
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resultados de la inmovilizacién de los anticuerpos en dos superficies distintas pe-
ro no se lograron multiples repeticiones probando distintas variables para ver por
ejemplo que concentracion de reactivos era la 6ptima 6 que pH era mejor para al-
gunas reacciones, etc. Por lo tanto para futuros trabajos, cuando se pueda volver
al laboratorio, para realmente poner a punto el protocolo se deberian realizar mas
repeticiones con pequenos cambios para ver si se logra una mejora en los resultados.
Por ejemplo para el protocolo de inmovilizaciéon de anticuerpos en la superficie de
Au no obtuvimos los resultados que esperados, por lo tanto se deberian probar otras
concentraciones de anticuerpo biotinilado o poder encontrar que pasos de todo el
protocolo es el que gener6 que no se obtenga tanta fluorescencia como en el caso de
las superficies de SiOs,.

Por otro lado para futuros trabajos seria interesante analizar la orientacién en
el que quedan inmovilizados los anticuerpos. En Australia el departamento ciencias
quimicas y biomoleculares y de quimica de la universidad de Macquarie, Sydney,
NSW 2109, Australia publicaron en 2007 que una buena orientacién mejora la ca-

pacidad del anticuerpo inmovilizado en un sustrato de Au a unirse a su antigeno
[43].
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10. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que el experimento posi-
tivo o de prueba (Ac+B+S), fue el que mayor valor de % de pixeles verdes obtuvo en
ambas superficies (Au y SiOs), es decir, que tal y como lo esperabamos fue el grupo
de imagenes que mas cantidad de pixeles verdes tenia con respecto al total activo
que se puede traducir como una mayor superficie de Ac pegados. El total activo de
pixeles lo llamamos a la cantidad de pixeles total menos la cantidad de pixeles que
se encuentran en la zona del error del lente y los cuales no fueron tenidos en cuenta
para dicho analisis.

En el cuadro |3 se pueden observar que aunque en ambas superficies la mayor

cantidad de pixeles verdes la obtuvieron las muestras de Ac+B+S, en la superficie
de SiO, se nota mayor diferencia entra la prueba de interés y las de control.

% pixeles verdes:

’ Muestra/Superficie \ Au \ Si0O9 ‘

Ac+B+S 0,3645 | 1,6171
Act+S 0,2286 | 0,3482
BSA+S 0,3023 | 0,2869
S 0,2416 | 0,5339

Cuadro 3: Promedio del porcentaje de pixeles verdes para las distintas muestras y
para las distintas superficies

Otro forma de verlo, es analizando la cantidad de pixeles que supera el valor del
UG. En esta métrica también obtuvimos mayores valores en la muestra de prueba
Ac+B+S que en los otros grupos de control. Como muestra el cuadro 4 este com-
portamiento se mantuvo en ambas superficies. En la muestra de prueba entonces hay
mas pixeles verdes por encima del umbral general establecido, es decir, que dichas
imégenes tienen mas pixeles con intensidad de fluorescencia mayor al umbral que en
las de control.

También esperdbamos obtener en este grupo de imagenes el mayor valor de UG
ya que dicho valor refleja el comportamiento de luminiscencia de las imagenes. Al ser
un valor mayor indica que los valores de luminiscencia son mayores, es decir, que las
imédgenes de alguna manera son mas verdes que las demas y esto podria verse como
una concentracién mayor de Ac. En el cuadro |5 se puede observar que en ambas
superficies la intensidad del umbral general de la muestra de prueba fue similar.
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Pixeles L > UG:

| Muestra/Superficie | Au | SiO, |
Ac+B+S 5076,87 | 22520,79
Ac+S 3184,92 | 4849,02
BSA+S 4210,68 | 3996,58
S 3365,23 | 7436,36

Cuadro 4: Promedio de la cantidad de pixeles con valor mayor al umbral general
para las distintas muestras y para las distintas superficies

También vemos que dicho valor esta alejado de los obtenidos en el resto de las pruebas
de control. Esto puede indicar que obtenemos mayor intensidad de fluorescencia en
aquellas imagenes que tienen mayor estreptavidina unida al anticuerpo biotinilado
que se encuentra inmovilizado en la superficie.

UG:
| Muestra/Superficie | Au | SiO; |
ActB+S 41,979 | 41,844
Ac+S 12,318 | 20,899
BSA+S 94458 | 23,229
S 20,751 | 23,056

Cuadro 5: Promedio de los umbrales generales para las distintas muestras y para las
distintas superficies

Vale aclarar que los resultados de las muestras de BSA+S y S no cuentan con
la presencia de Ac por lo que no se deberia encontrar una relaciéon con el caso de
prueba, pero tedricamente deberian presentar valores menores de fluorescencia y de
hecho lo hacen. Por eso, utilizamos estos valores a forma de respaldo para confirmar
nuestra hipodtesis.

Las tablas de las Figuras y muestran las métricas resumidas de todas
las muestras en las superficies de Au y SiO,. En ambos casos se puede notar que
los valores de las muestras Ac+B+S son mayores a los obtenidos por la prueba
control, es decir, para las muestras Ac+S, BSA+S, S. Reforzando nuestra teoria de
que aquellas superficies donde se inmovilizaron anticuerpos biotinilados formaran
uniones especificas con la estreptavidina y asi observaremos mayor intensidad y
cantidad de fluorescencia.
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Coleccion Parametros Promedics | Maximos Minimos | Medianas Error
%L 0,3645504222  1,138269761 0,1490693934 0,2902401195| 01613661822
Max L 236,9707575 246,5082 236,589 236,589 0
Min L 42 0371025 80,3624 22,2318 37,0356 10,9626
Ac+B+S  |Mediana L 156,9815762 236,589 56,766 14133795  130,899125
Pixeles L= UG 5076,875 15852 2076 4042 224725
uG 419791825 80,34898 2223087647  36,90668235| 11,00602479
%img 04573996142 1428181447 0,1370366316 0,3641628444| 02024653518
%L 0,3624770221 0,1278147978 02127613741 0,1461971507
Max L 236,589 236,589 236,589 236,589 0
Min L 12,37912308 24,5912 6,9342 6,9342 17,59
Mediana L 171,8438308 236,589 9,0078 236,589 173,961
Pixeles L= UG 5043 1780 2963 2036
uG 245037 6903111111 6903111111  17,60058889
%img 04547981293 0,1603685955 02669506452 0,1834328429
%L 03023525769 07823938971 0,1275993796 0,2324362362| 0,1886345358
Max L 236,589 236,589 236,589 236,589 0
Min L 25,40032195 50,971 12,9406 13,1532 37,943
BSA+S  |MedianaL 158,8782049 236,589 18,8026 236,589 155,6331
Pixeles L= UG | 4210682927 10896 1777 3237 2627
uG 24 45856341  50,86314545 1292652063  12,92652963| 37,93661582
%img 0,3793602849 09816720318 0,1600983114 0,2916365976| 02366788204
%L 02416439833 03945743336  0,139950023 02456485524 0,1186954274
Max L 2370409846 242 4648 236,589 236,589 0
Min L 20,88130769 46,7584 16,0822 16,2318 0,0786
s Mediana L 162,2528308 236,589 29,7432 236,589 1572318
Bins L = UG 3365,230769 5495 1948 3421 1653
uG 20,75069231 46,7179  16,02938182  16,02935182 0
%img 0,3031895124 04950704676 0,1755946026 0,3082140254| 0,1489265665
Figura 56: Tabla resumen de los 4 grupos de pruebas sobre superficie de Au:

Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S

Analizando la rendimiento de cada superficie observamos que el umbral general
de intensidad de luminiscencia en la muestra Ac+B+S en ambas superficies es de
aproximadamente 41. (41,9791825 en Au y 41,84443956 en SiO). Hay una diferencia
en la cantidad de pixeles con intensidades de luminiscencia mayores a ese umbral
general aunque el mismo se mantenia constante. En el caso de las superficie de Au el
porcentaje de pixeles con intensidades mayores al umbral general ( Pixeles L > UG
) es del 0.45 % mientras que en la superficie de SiO es del 2.03 %. Otra diferencia
interesante que se puede observar es que el porcentaje de pixeles fluorescentes de
las superficies de Au es de 0.36 % y en el caso de las superficies de SiOy es de
1.6 %. Podemos concluir que los protocolos y los reactivos que fueron utilizados en
la superficie de SiOs logran mayor cantidad de uniones del Ac biotinilado con la
superficie que en la superficie de Au y por consiguiente se logran mas uniones de
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Coleccion Parametros Promedios | Maximos Minimos | Medianas Error

%L 1,617129424 3010886328 0,0244140625 0.2668313419| 05873377183

Max L 224 7256659 236,589 94 2216 236,589 0

Min L 4197770549 52 6646 25,9452 46,0356 T,2254

Ac+B+5 Mediana L 115,0663524 236,588 30671 71,7774 157 0886
Pixeles L = UG 22520 79121 419322 340 3716 81795

UG 41,84443956 46,02550172 2594131518 46,02550172 7,252301724

%Eimg 2029004301 37 77869674 003063220364 03347919665 07360297342

%L 2610294118 0001364315257 0,1693546071( 021590258395

Max L 203,6859625 236,289 51,519 236,589 24 37325

Min L 220017675 34 8026 19,657 21,3756 1.6112

Mediana L 125,84434 236,589 23,2342 54 57645 205,18735

Pixeles L = UG 36352 19 23585 300675

UG 2137534528 19,644381582 21,37534528 1, 730966458

%eimg 32751223137 0071179961 0212438389 02708922891

%L 028697589273 05149213006 01281738251 02834903493 009302475873

Max L 231 2777583 238 3802 106,328 236580 0

Min L 23,28360833 255178 21,0574 23,3032 43623

B3A+S Mediana L 107, 1326083 236,589 30,8102 61,6625 189,517
Pixeles L = UG 3996,583333 7171 1785 3945 12955

UG 23229777 2543569167 21,02336667 23,2297 7T 4 411825

Seimg 03600710427 06460692128 0,1605190691 0,355693941( 0, 1167177053

%L 0,533976237 2 715418199 0002656824448 04603513327 04592895508

Max L 187, 8520667 236589 53,5085 236589 93 2066

Min L 2309770667 26,095 20,8026 20,8078 52872

5 Mediana L 46,83529333 236,289 24 6548 28,7406 952825
Pixeles L = UG 7436, 366667 37816 v 6415 6396,23

UG 2305602333 26,060253585 20, 758670329 20, 75867059 5,301583258

Seimg 0.6699773472 3, 407021502 0,00333350451. 0578227891 05762653309

Figura 57: Tabla resumen de los 4 grupos de pruebas sobre superficies de SiO,:
Ac+B+S, Ac+B, S, BSA+S

estreptavidina a la biotina.
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Como ya hemos dicho, el objetivo de este trabajo fue el de lograr poner a punto un
método de funcionalizacion de superficies. Este conocimiento ayuda a mejorar la es-
pecificidad y sensibilidad de deteccién del biosensor, logrando asi mejores resultados
y la capacidad de un diagnédstico especifico para cualquier enfermedad.
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11. Anexos

11.1. Cdbdigo Python

El procesamiento de imagenes se realizo en una notebook en Google Collaboratory
con el lenguaje Python 2.7 y las librerias: matplotlib, itk, numpy, skimage, scipy,
PIL, statistics, openpyxl, openpyxl.styles, cv2 y google.colab.patches.

Este cédigo también se puede encontrar en GitHub en el repositorio Fluorescen-
ceAnalysis [75].

11.1.1. Instalacién de Librerias

install vtk
install itk

m matplotlib import pyplot as plt
itk
vtk
numpy as np
skimage
scipy
skimage import morphology
PIL import Image
rt statistics
matplotlib.patches import

openpyxl import Workbook
openpyxl.styles import Alignment
rt cv2

google.colab.patches import cv2 imshow

google.colab import drive

3 drive.mount( "/

Figura 58: Instalacion de librerias que se utilizaran para el procesamiento de image-
nes
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11.1.2. Funcién Analisis

analisis(adress,coleccion,start,en
pathMask ="/ 'drive/ Dri
maskImage=cv2.imread(pathMask)
imag [1
arrays=[ ]
luminancias=[]

Umbral=UmbralGeneral(adress,start,end)

vorkbook = Workbook()
worksh = workbook.active

for i in range(start,end+1):

imagenes.append(itk.imread(path))
arrays.append(itk.GetArrayFromImage(imagenes[i-start]))

.shape[1]

Imagenl=[]
for £ in range(filas):
for ¢ in range(columnas):
if(maskImage[f][c][@] == @.):
lum=8.2126*R[f][c]+0.7152*G[f][c]+0.8722*B[f

if (lum >= Umbral)
Imagenl .append(lum)

Figura 59: Primera parte de la funcién analisis
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worksheet[ ‘B +str{i-start+2)]="In "+ str(i)

print( > Lumir cia: ' + str{l18e*len(Imagenl)/(filas*columnas)})

worksheet[ 'C’+str(i-start+2)]=str(18e*len(ImagenL)/(filas*columnas))

print('Max "+ str(max(ImagenlL)))

worksheet[ 'D'+str{i-start+2)]=-str{max({ImagenlL))
print('Min "+ str(min(ImagenL)}))

worksheet[ 'E'+str(i-start+2)]=str(min{ImagenL))

print(’'Median ' + str((statistics.median(ImagenL))))
worksheet[ 'F"+str(

print(’'Bins Lum "+str(len{ImagenL}))
worksheet[ "G +str(i-start+2)]=str(len({ImagenL))
print(’'Lum >' + str(Umbral) )

worksheet[ 'H'+str({i-start+2)]=str{Umbral)

print(’'filas: "+ str(filas), "colur "+ str{columnas))

luminancias.append(Imagenl)

print( Im + str(i))
plt.imshow(arrays[i-start])
plt.show()

worksheet[ "Al

worksheet["

worksheet['C

worksheet["

worksheet[’

worksheet["

worksheet[’

worksheet[ "H1' ]="Umb
worksheet.merge cells(
worksheet[* ]=coleccion
workbook. save(coleccion+’

Figura 60: Segunda parte de la funcién analisis. Donde se arma y guarda el Excel
con las métricas de cada grupo de imégenes

11.1.3. Funcién Calculo de Umbral por imagen
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pathMask

maskImage

imagen=itk.imread{path)

array=itk.GetArrayFromImage(imagen)

filas=array.shape[@]

columnas=array.shape[1]

L=[]

R=array[:,:,8]

G=array[:,:,1]

B=array[:,:,2]

for £ in range(filas):

for ¢ in range(columnas)
if(maskImage[f][c][e] == 8.):
lum=0.2126*R[f][c]+0.7152*G[][c]+0.0722*B[ f][c]
if (lum not in L):
L.append(lum)
Umbral=statistics.median(L)
return Umbral

Figura 61: Funciéon Célculo de Umbral por imagen
11.1.4. Funcién Calculo de Umbral General

UmbralGeneral{adress,start,end):
umbrales=[]
for i in range(start,end+l}:

umbrales.append(u)
Umbral=statistics.mean(umbrales)
return Umbral

Figura 62: Funcién Célculo umbral general

11.1.5. Mascara
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fdrive/

pathT Jd
2 image pathTest)

1 black = np.zeros_like(image)
» window_name

(700, 578)
8 radius = 308
9 color = (255, 255,255
8 thickness = -1

2 blackMask = cv2.circle(black, center_coordinates, radius, color, thickness)

4 cv2.imwrite( 'blackMask.png’,black)

Figura 63: Generacién y guardado de méscara para la correccion del error del lente

11.1.6. Analisis de Mdascara
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pathMask ="'/ ent/driv
? imagen=itk.imread(pathMask)
3 array=itk.GetArrayFromImage(imagen)
4 filas=array.shape[8]
» columnas=array.shape[1]
5 pixelesMascara = @
7 pixelesFondo=8

f in range(filas):
or ¢ in range(columnas}:
if{array[f][c][©] == ©.):
pixelesFondo += 1
2]se:
pixelesMascara +=1

6 print{ 'shape mask’ + str(array.shape))

7 print{ pixel a:" + str(pixelesMascara})

8 print({ ' pixel do:" + str{pixelesFondo))

9 print(’| ] ;" + str(pixelesMascara + pixelesFondo))

print{ " pi otal: " + str{filas*columnas}))

Figura 64: Anélisis de la relacion entre la mascara y la imagen total

11.1.7. Aplicacion

Las imagenes son guardadas en una carpeta en Drive en la direccion que se puede
ver en la variable pathACBS en la Figura Luego se aplica la funcién analisis de
la seccién [I1.1.2] al cual recibe tres pardmetros: la direccién de la carpeta donde
se encuentra el grupo de imagenes, el nombre base de la coleccion de iméagenes y
el rango de nimero de imagenes que se encuentran en la carpeta. En el caso de la
Figura [65] hay 9 imdgenes en la carpeta cuya numeracién va de 85 a 94.
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1 pathACBS ="/

2 analisis(path?

Figura 65: Anélisis de la relacién entre la méscara y la imagen total
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