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Resumen de la tesis que presenta Aram Azael Arriaran Rodriguez como requisito par-
cial para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Optica con orientacién en
Optica Fisica.

Biosensor microfluidico plasmodnico, para la detecciéon de antigenos

Resumen aprobado por:

Dr. Victor Ruiz Cortés Dra. Diana Garibo Ruiz

Codirector de tesis Codirector de tesis

La sensibilidad de la resonancia plasménica de una pelicula delgada de oro a cam-
bios en las propiedades épticas del medio circundante ha servido como base para el
desarrollo de biosensores, haciendo que la sensibilidad sea una de las mayores venta-
jas de estos mismos, junto con el corto tiempo de analisis, abriendo la posibilidad de
estudios dindmicos. En este trabajo de tesis se presenta el disefio y fabricacién de un
biosensor microfluidico plasménico, para la deteccion de antigenos, utilizando la con-
figuracién de Kretschmann para la excitacion de plasmones polaritones de superficie
(PPS). El proceso para determinar la presencia de bioparticulas especificas (antigeno)
se realizé mediante la funcionalizacién de peliculas delgadas de oro ( 50 nm. de espe-
sor), sobre un sustrato de vidrio, con el biorreceptor (anticuerpo) indicado. Este sus-
trato es colocado sobre el prisma semicilindrico de la configuraciéon de Kretschmann y
se observa el desplazamiento angular del minimo en intensidad del haz reflejado por
el prisma. Las peliculas delgadas de oro se encuentran dentro de un sistema micro-
fluidico. El sistema microfluido se fabricé en elastémero polidimetilsiloxano (PDMS) a
partir de moldes maestros hechos con un proceso de fotolitografia. La implementacion
de un sistema microfluidico reduce el volumen de los quimicos y muestras utilizadas.

Palabras clave: PPS, PDMS, biosensor, microfluidico, sensibilidad.



Abstract of the thesis presented by Aram Azael Arriaran Rodriguez as a partial requi-
rement to obtain the Master of Science degree in Optics Physical Optics.

Plasmonic microfluidic biosensor for the detection of antigens.

Abstract approved by:

Dr. Victor Ruiz Cortés Dra. Diana Garibo Ruiz

Thesis Co-Director Thesis Co-Director

The sensitivity of the plasmonic resonance of a gold thin film to changes in the opti-
cal properties of the surrounding medium has served as the basis for the development
of biosensors, making sensitivity one of the greatest advantages of these sensors,
along with the short time analysis, opening the possibility of dynamic studies. This
thesis work presents the design and manufacture of a plasmonic microfluidic biosen-
sor for the detection of antigens, using the Kretschmann configuration to excite the
surface polariton plasmons (PPS). The process to determine the presence of specific
bioparticles (antigen) was carried out by functionalizing thin gold films (50 nm thick),
on a glass substrate, with the indicated bioreceptor (antibody). This substrate was pla-
ced on the semi-cylindrical prism of the Kretschmann configuration and the angular
displacement of the minimum in intensity of the beam reflected by the prism is ob-
served. The gold thin films are contained within a microfluidic system. The microfluidic
system manufactured with polydimethylsiloxane elastomer (PDMS) from master molds
made with a photolithography process. Implementing a microfluidic system reduces
the volume of chemicals and samples used.

Keywords: SSP, PDMS, biosensor, microfluidic, sensibility
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Capitulo 1. Introduccion

El cancer es un término comdn que se usa en un amplio grupo de enfermedades
gue pueden afectar cualquier parte del organismo humano, también se habla de tumo-
res malignos o neoplasias malignas. Una de las principales caracteristicas del cancer
es la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus li-
mites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros
drganos, un proceso que se denomina metdastasis. Esta es la principal causa de muerte

por cancer.

En el 2012, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefalé que los canceres
gue se diagnostican con mayor frecuencia a nivel mundial son los de pulmén, higado,
estémago, colorrectal (CCR), mama y eséfago. Segun los datos de la OMS, el cancer
es la principal causa de muerte en todo el mundo. Los 5 tipos de cancer que causaron

el mayor niUmero de fallecimientos en 2012 son:
-Pulmonar (1.64 millones de defunciones)
-Hepatica (788 000 defunciones)
-Colorrectal (774 000 defunciones)
-Gastrico (754 000 defunciones)
-Mamario (571 000 defunciones)

En el afio 2015 se atribuyd que 8.8 millones de personas murieron a causa de esta
enfermedad (OMS, 2014).

1.1. Cancer colorrectal

Segun la OMS y la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS), el CCR es el cuarto
mas comun en el continente americano. Cada afio se estima que hay mas de 240,000
casos nuevos y aproximadamente 112,000 muertes debida a esta enfermedad (Cayon,
2014).

El CCR es el que se origina, como dice su nombre, en el colon o recto. A estos cance-

res también se las puede llamar cdncer de colon o recto, sin embargo, se acostumbra



agruparlos por sus caracteristicas en comun, y un cancer termina propiciando el otro.

En México, podria pensarse que el cancer de mama ocupa la primera posicién como
un problema de salud publica, debido a los concurrentes impulsos e investigaciones
realizadas, sin embargo, el cancer en érganos del sistema digestivos ocupa el primer
sitio con mayores tasas de morbilidad hospitalaria y principal causa de mortalidad (con
32.52 casos por cada 100 mil habitantes), comprendido en una poblacién de 20 afos

y mas (OMS, 2014 y 2015). El CCR es igual de frecuentes en ambos sexos.

En general el CCR se originan por un crecimiento en el revestimiento interno (fi-
gura (1) del colon o recto (ACS, 2014). Estos crecimientos son referidos como pélipos.
Algunos tipos de pélipos se pueden convertir en cancer, pero no todos los pdlipos se
convierten en tal. La probabilidad de que un pdlipo se vuelva canceroso depende del

tipo del mismo. Los dos principales son:

~ m

Rectal cancer

Colon

Figura 1. Tumor de CCR en mucosa rectal (middlesexhealth.org/learning-center/esp anol/enfermedades-
y-afecciones/c-ncer-rectal.).

-Pélipos adenomatosos (adenomas): Estos pdélipos algunas veces se transforman en

cancer. Debido a esto, los adenomas se denominan afecciones precancerosas.

-Pélipo inflamatorios e hiperplasicos: estos son mas frecuentes pero en general no

son precancerosos.

En 1965 Gold y Freedman (Gold y Freedman, 1965) descubrieron el primer mar-
cador tumoral, el antigeno carcinoembrinario (ACE). El ACE es una glucoproteina de

superficie celular altamente glucosilada. En el individuo sano existen multiples fun-



ciones del ACE que han sido ampliamente estudiadas, su funcién como molécula de
adhesidén ha sido la mas ampliamente estudiada (Felix, 2005). Su presencia en los se-
res humanos es tan normal que se sabe que diariamente se eliminan entre 50 y 70
mg de ACE en las heces de individuos sanos. El ACE se expresa en los tejidos de los
adultos sanos, asi como durante el desarrollo fetal, se expresa en el colon asi como
en células de lengua, eséfago, estdbmago, cérvix y prostata. No obstante, su presencia
elevada se relaciona a un grupo de sustancias conocidas como antigenos asociados a
tumores. El ACE es mayormente utilizado para la detecciéon de los cdnceres de mayor

interés nacional como; CCR, cancer gastrico y cancer de ovario.

1.2. Etapas del cancer de colon

Para determinar que tan avanzado se encuentra el CCR, se han establecido 5 eta-

pas. A continuacién, se describen cada una de ellas:

La etapa 0 es la mas temprana de todas ellas, en ésta el cancer no ha crecido mas

alla de la capa interna del colon o recto.

La etapa | y Il el cdncer ha crecido hacia las capas externas del colon o recto. En
estas dos etapas el cancer no se ha propagado a mas alla de unos cuantos ganglios

linfaticos, aln sin metastasis.

La etapa intermedia o etapa Ill el cancer se ha propagado capas mas externas del

colon o del recto. No abstante, sigue sin propagarse a otros érganos, sin metastasis.

La etapa terminal o etapa IV el cancer puede que se propague a otros érganos dis-
tantes como el higado o el pulmdn. En este punto ya hay metdastasis, en esta etapa el

cancer es practicamente incurable.

1.3. Métodos de deteccion

Los oncdlogos para la deteccién del cancer, se auxilian de técnicas convencionales
como son la centrifugacién, cromatografia, fluorescencia y la clasificacién de células
magnéticas activadas, biologia molecular, etc., en todas ellas dependen de la expe-

riencia y juicio subjetivo de personal altamente calificado (Chen, 2012). Diagnosticar



un cancer en etapa temprana a través de imdgenes transversales (tomografia compu-
tarizada) y biopsia no es frecuentemente posible, ademas de que son diagnésticos
invasivos para los pacientes, con enfoque costoso, y produce sustancialmente inter-
pretaciones falsas-negativas (Krebs, 2010; Hurt, 2008). Las pruebas médicas mas co-
munes son la prueba inmunoquimica fecal (FIT) y la colonscopia, no obstante tienen
una serie de desventajas (tabla[1). Las manifestaciones clinicas del CCR dependen en
gran medida de su localizacién. Los tumores del colon izquierdo (figura[2)) suelen mani-
festarse por cambio de ritmo de evacuacién, seudodiarrea, rectorragia y oclusién. Las
neoplasias del colon derecho suelen producir anemia crénica por pérdida de sangre
oculta en la deposicion (Monotoro Huguet y Garcia Pagan, 2012). Las mayores desven-
tajas de los métodos de deteccidn es que son procedimientos invasivos e incomodos

para el paciente, y las interpetaciones erréneas en etapas tempranas del CCR.

Cambios en el

Anemia cronica ¢ ritmo intestinal
"y Seudodiarrea
Masa palpable en FID &~ ~~_ " Rectorragia

"4 Sintomas de
oclusion

Figura 2. Dependiendo del drea donde afecte el CCR se tendrén diferentes sintomas.

Tabla 1. Desventajas de pruebas médicas para la deteccién del CCR

Prueba Desventajas
FIT. Alimentos y medicamentos estropean interpretacién de resultados.
Interpretacién errénea en etapas tempranas.
Resultados falsos positivos.
Se tienen que estar haciendo pruebas constantemente, para poder descartar padecimiento de CCR
Colonoscopia Preparacién total del intestino.
Procedimiento invasivo e incomodo.
Interpretaciones erréneas en etapas tempranas.
Costos elevados.

Por lo tanto, un seguimiento de deteccién, control de niveles de ACE antes y des-



pués de una terapia de cancer facilita el reconocimiento precoz de las recurrencias
o la deteccién de metdastasis (Lech et al. (2014)). Asi, desde una perspectiva nacio-
nal e incluso internacional, hay motivos justificados para centrar las actividades en el
desarrollo de herramientas con alta manufactura tecnoldgica que permitan mejorar la
prestacion de atencidn sanitaria en el dmbito publico y alcanzar una mayor cobertura
de atencién con técnicas y metodos que puedan ser utiles en zonas con dificil acce-
so. Un sensor es un convertidor técnico, que toma una variable fisica (temperatura,
distancia, presién, etc.) y la convierte en otra variable diferente, por ejemplo, en una

sefal eléctrica.

1.4. Biosensores

En la actualidad los sensores han sido explorados en distintas areas, tales como:
alimentos, farmacéutica, medicina, etc. Esto es debido a que ofrecen una serie de
ventajas como: rapida respuesta con respecto a las pruebas tradicionales, sistemas
de deteccidn de alta sensibilidad y elevada especificidad. Especialmente en el area de
la medicina, los sensores han sido muy atractivos por su posible miniaturizacién, con
lo cual se permitiria su portabilidad y alcanzar una mayor cobertura en poblaciones
de acceso dificil para la deteccién y determinacién de biomoléculas de interés, por
ejemplo; el antigeno carcinoembrionario (ACE). EI ACE estd implicado en la deteccién
del CCR, el cual en la actualidad ha aumentado su incidencia en gente joven entre
25-30 afos, anteriormente era mas comun en gente mayor de 60-65 afos, por lo
tanto este cancer ha obtenido atencién. Asi, una gran demanda de métodos confiables
para deteccién de cancer es necesario, para poder ser utilizado como herramienta de

seguimiento y diagndstico temprano del cancer, en etapas donde se puede combatir.

Un biosensor se define como un dispositivo analitico que se compone por un ele-
mento de reconocimiento bioldgico (enzimas, aptdmeros, anticuerpos, etc.), capaz de
reconocer un analito, en contacto con un transductor fisico-quimico (piezoeléctrico,
electroquimico, 6ptico, etc.) generando una respuesta cuantitiva o cualitativa del ana-
lito presente en la muestra. Como resultado de la interaccién especifica del elemento
de reconocimiento bioldégico con el analito, se produce un cambio fisico-quimico que
el transductor convierte en una sefial medible. En la figura [3| se muestra el esquema

bésico de funcionamiento de un biosensor.
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Figura 3. Configuracién basica de un biosensor

Este tipo de sensores tienen varias caracteristicas de las cudles las que mds desta-
can son la sensibilidad y la selectividad. Ademas de estas caracteristicas, los biosen-

sores presentan otras tales como:

- Versatilidad, que permite seleccionar diferentes receptores bioldgicos para deter-

minar diferentes analitos.
- Capacidad de miniaturizacién.
- Bajo costo de produccién, lo que permite su desarrollo comercial.
- Tiempo de analisis cortos.
- Pequena cantidad de muestra.
- Minimo tratamiento de la muestra.
Entre los biosensores hay tres tipos que son de mayor interés en la actualidad:

-Electroquimicos: En estos sensores, el elemento transductor basa su respuesta en
la medida de una propiedad eléctrica generada en un sistema electrédico (potencial),
corriente, relacion corriente-potencial. Segun la técnica electroquimica utilizada, se
dividen en conductimétricos, potenciométricos y amperométricos. Este tipo de trans-
ductores se caracteriza por su robustez, su sencilla y econdmica fabricacién, su amplio

rango de linealidad y cortos tiempos de respuesta (Garrido, 2013).

-Pizoeléctrico: Estos sensores tienen un transductor que basa su funcién en el fené-



meno de la piezoelectricidad. Este tipo de transductores generan una tensién eléctrica
proporcional a la aceleracién por presién sobre un cristal piezoeléctrico. Son capaces

de recibir desde bajas frecuencias hasta ultrasonidos (Ferrer, 2015).

-Opticos: Los sensores 6pticos, son sensores que pueden trabajar en entornos di-
ficiles para sensores eléctricos. Estos pueden detectar diferentes propiedades fisicas,
tales como; presién, posicién, cambio quimicos, campos magneticos, eléctricos, den-

sidad, vibracién, intensidad de la luz, radiacién y color (Sabri et al., 2013).

Dentro de la gama de biosensores, los 6pticos son los que han tenido un gran

avance tecnoldgico entre los demas biosensores como se muestra en la figura [4]

o 50 35% | Optical

Colony Count 750 .

— 240 329, | Electrochemical
Biosensors _ |

Electrophoresis | 140 16% | Piezoelectric
Other 450 16% | Other

Figura 4. Nimero de articulos publicados referentes a la deteccién de patégenos por diferentes técnicas
en los ultimos 20 afios. Fuente ISI web of Source. Ca. 2500. articulos encontrados acerca de la deteccién
de patégenos en los ultimos 20 afios. (Olivier Lazcka, 2007)

Dentro de los sensores épticos, se encuentran los sensores plasménicos, los cuales
se basan en el estudio de las propiedades del plasmén polaritén de superficie (PPS):
tanto la teoria como las aplicaciones son usadas en el desarrollo de sensores quimicos

y biosensores, estos han tenido un gran avance en la actualidad (Gauglitz, 2004).

1.5. Plasmones polaritones de superficie

Bajo ciertas condiciones, los metales presentan un fendmeno intrinseco de la in-
teraccién luz-materia bajo condiciones de iluminacién especificas, estos son los PPS,
oscilaciones colectivas de los electrones de conduccién en la interfaz formada entre
un material dieléctrico y un material conductor cuando son excitados, al ser excitados
dichos electrones, se crea un movimiento oscilatorio colectivo de los electrones en las
superficies de los metales. Rufus Ritichie fue el primero en reportar estas ondas o PPS
en 1950 (Vidal Garcia y Moreno, 2008). Como los electrones al moverse disipan la ener-

gia, los PPS no se les habia considerado para ser usados en dispositivos épticos con la



finalidad de enviar informacién, ya que estas ondas no viajan grandes distancias en el
material, y es disipada en forma de calor. Los PPS solo viajan algunas milésimas de mi-
limetro, por lo tanto, no son adecuadas para transportar energia a distancias mayores.
Sin embargo, estamos en una época donde la industria requiere gque la tecnologia sea
miniaturizada. Asi, estos PPS que se desplazan tan poco, que pueden ser una opcién

para ser implementados en aplicaciones nanotecnoldgicas.

El fendmeno de los PPS no es reciente, ya que se han observado desde el siglo IV,
pero no se idenficaban como tal. Un claro ejemplo es la copa de Lycurgus, que cuenta
con mas de 1600 afios de antiguedad (figura [5). Esta copa tiene un color verde suave
cuando se observa en reflexién y un rojo intenso cuando se observa en transmision.
Esto fue un misterio hasta los principios del siglo XIX, cuando se realizé un analisis
microscopico al vidrio de la copa, en el cual se demostré que los artesanos que ela-
boraron la copa utilizaron una pintura que contenian nanoparticulas de oro y plata de
alrededor de 50 nm, ocasionando dichos efectos. Estos materiales también fueron uti-

lizados para fabricar los vitrales de las catedrales medievales.

Figura 5. La copa Lycurgus tiene dos tipos de color diferente, dependiendo de como se observe. A)Color
verde si se observa en reflexién. B) Color rojo intenso cuando se observa en transmisién (Uriarte Medi-
na,2015).

Los PPS han captado mucho la atencién debido a las extensas aplicaciones que
estos tienen, usandose ampliamente en sensores quimicos y biosensores. La nocién
sobre la investigaciéon de sensores con PPS empezé con Wood (Wood, 1902) quien fue
el primero en observar anomalias en el espectro de la luz difractada por rejillas me-

télicas , hace mas de 100 afios, por otro lado, el primero en introducir los principios



de deteccién de gas y biosensado fue Liedberg (Liedberg et al., 1983). Esta técnica de
deteccién siguié progresando a la par de otras técnicas, sin embargo, estd tomo rele-
vancia por sus caracteristicas en sensibilidad, y su deteccién en tiempo real (Prabowo
et al., 2018).

1.5.1. Biosensores plasmodnicos

El biosensor dptico es probablemente el mas popular en bioanalisis, esto por su sen-
sibilidad y selectividad. Estos biosensores dan una rapida respuesta. Algunos ejemplos
en los que han sido aplicado son en la deteccién de contaminantes, toxinas, drogas,
patégenos entre otros. Sin embargo, esto no significa que tenga la mejor respuesta,
ya que carece de una alta precisién, pero esto puede ser mejorado segun la técnica
gue se use. El método que estd ganando popularidad es el biosensor de resonancia de

plasmones superficiales (SPR).

Para estos sensores se utiliza un prisma y una pelicula delgada de metal. Al incidir
luz en la interfaz metal-dieléctrico con el dngulo de incidencia necesario para alcan-
zar el efecto de reflexidn total interna en el prisma, es posible excitar los electrones
de la pelicula delgada de oro, lo cual también dependera de tener la longitud de on-
da adecuada para que el PPS entre en resonancia. La condicién de resonancia de los
plasmdénes dependen del indice de refraccidn del medio. La resonancia del plasmoén
reduce la intensidad del haz reflejado de la luz con polarizacién p, esta ocasiona una
caida en la reflectancia. Estos sensores tienen tiempos cortos de respuesta, alta sen-

sibilidad, bajo costo de fabricacion, y uso en diferentes campos, no solo en laboratorio.

1.6. Microfluidica

La microfluidica es la parte de la ciencia y tecnologia de sistemas que procesan y
manipulan pequefias cantidades de fluidos (10~° hasta 108 litros), usando canales
con dimensiones desde décimas hasta centésimas de milimetros (Whitesides, 2006).

Dentro de estos canales viajan los fluidos y particulas que se desean manipular.

Los sistemas microfluidicos tienen diversas aplicaciones potenciales en diferentes

areas (medicina, quimica, biologia, etc.). La miniaturizacién de los dispositivos en estas



10

areas tiene diferentes beneficios, entre ellos obtener dispositivos desechables; menor
tiempo de analisis, reducir el consumo de muestras y analitos; mayor eficiencia de
separacion de muestras; y obtener dispositivos portables siendo ésta ultima el mayor
beneficio (McDonald et al., 2000).

1.7. Justificacion

La deteccién oportuna y temprana del cancer de colorectal (CCR) ha sido un gran re-
to dentro de todos los métodos de examinacién actualmente aprobados. Cada uno de
ellos tiene sus ventajas y desventajas. Resaltando las interpretaciones falso-negativo
y/o falso-positivo y la pobre o nula deteccidn en etapas tempranas. En la actualidad se
han explorado biosenores electroquimicos para su deteccién a través del ACE, sin em-
bargo, no existe evidencia de su aplicabilidad y utilidad en etapas tempranas de CCR.
Se cree que un sensor 6ptico plasmdénico basado en la inmunodeteccién del ACE, per-
mitird niveles altos de sensibilidad y especificidad, reutilizacién de superficie sensora
y viable econédmicamente. Contribuyendo en una primera fase para la futura investi-
gacion e implementacidén en muestras reales. Para de esta manera ayudar a obtener
un método de deteccién efectivo en etapas tempranas del CCR, que con ello podra
contribuir en el combate del cancer sin que llegue a esparcirse por todo el cuerpo
(metastasis) y derivar en muerte. Lo anterior en conjunto con la microfluidica, podria

desarrollar dispositivos portatiles y de bajo costo.

1.8. Objetivos

El principal objetivo de este proyecto es crear un biosensor plasménico microfluidi-
co para detectarcorroborar la presencia del antigeno carcinoembrionario, usandocon
la configuracién de Kretschmann para la excitacion del plasmdén en la pelicula delgada
de oro. Implementando un sistema microfluidico para la reduccién de material a utili-

Zar.
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1.8.1. Objetivos especificos

e Desarrollar un sistema experimental para la excitacion de PPS mediante la confi-

guracién de Kretschmann.

e Disefar y fabricar sistemas microfluidicos con dimensiones y arquitecturas espe-

cificas.

e Deposito de pelicula delgada de oro en regiones especificas de los canales micro-

fluidicos para poder ser implementado en el biosensor plasmédnico.

e Corroborar en el sistema experimental la excitacion de PPS en la superficie trans-

ductora del biosensor.

e Demostrar como prueba de concepto la inmovilizacion del anticuerpos monoclo-

nales de ACE (MAbace) en la superficie transductora del biosensor
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Capitulo 2.  Antecedentes

En este capitulo se presenta la revisiéon de los fundamentos esenciales de la es-
tructura de anticuerpos y ACE que seran empleados en la biofuncionalizacién de la
superficie transductora del sensor y se revisaran los fundamentos tedricos necesarios

para el estudio de los plasmones polaritones de superficie (PPS).

2.1. ACE

Los biomarcadores clinicos desempefan un papel importante en la deteccién tem-
prana de un cancer, disefio de terapias individuales y para identificar los procesos
subyacentes involucrados a la enfermedad (Madu Lu, 2010). Estos pueden estar aso-
ciados con un solo tipo de cancer, mientras que otros estdn asociados con dos o0 mas
tipos de cancer. Sin embargo, no existe un marcador universal que pueda detectar
cualquier tipo de cancer. El ACE es ampliamente utilizado en el CCR, como marca-
dor prondstico, estadificacién y seguimiento de respuesta del tratamiento e indicador
de metdstasis a nivel hepatico. Todos los canceres se clasifican en diferentes etapas
gue pueden conllevar a diversas implicaciones y complicaciones en diversos 6rganos
del cuerpo humano. En etapas primarias el cdncer de colon no muestra ningudn sinto-
ma. Etapas mas tempranas del CCR se identifican con el valor 0 lo cual indica que es
un cancer muy precoz. De las etapas | a la IV es cuando empiezan los riesgos en la

salud. Entre més bajo sea el nUmero, menos se ha propagado el cancer en el individuo.

2.2. Anticuerpos

El reconocimiento de un componente, siendo los anticuerpos en el suero de pacien-
tes convalecientes de enfermedades infecciosas, marcd los inicios del desarrollo de la
medicina preventiva (Machado et al., 2000). El uso de estos anticuerpos protectores
como fracciones de inmunoglobulinas crudas que se unen a los antigenos representé

el primer tratamiento efectivo de numerosas enfermedades infecciosas.

Los anticuerpos, también denominados inmunoglobulinas (Ig), son glucoproteinas

especializadas que hacen parte de la inmunidad humoral; son producidas por las cé-
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lulas del sistema inmune llamadas células B, estas tienen la capacidad de reconocer

otras moléculas especificas, siendo los antigenos.

La respuesta inmunolégica especifica se desarrolla cuando un organismo ha sido
expuesto a uno o varios antigenos, originando una respuesta policlonal, es decir, la
produccion de anticuerpos contra un rango amplio de estructuras presentes en los
antigenos. Por lo contrario, la respuesta monoclonal se da por la seleccién de un solo
clon activado de células B que produce un anticuerpo para un determinante antigénico

Unico.

2.2.1. Estructura de anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas que envuelven una estructura bioquimica compleja
demarcada por la unién de cuatro cadenas proteicas: dos pesadas (CH), y dos ligeras
(CL), unidos mediante puentes disulfuro (figura [6). Funcionalmente, los anticuerpos
se dividen en una fraccion que involucra el reconocimiento antigénico, denominada
Fab’ y Fab”, y una fraccion cristalizable (FC). Las regiones Fab estan conformadas por
una regién variable y otra conservada. La regién variable tiene una diversidad casi
infinita para el reconocimiento de antigenos, gracias a las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), o regiones hipervariables; la region conservada ayuda a la

estabilizacién de la reaccion entre los segmentos CDR con el antigeno (figura [6).

Region
variable

NH

Unién a antigeno /\A l Union a antigeno
\ VH \ /

CH1

Fab oL

Bisagra

Activacion de

complemento e

Unién a células
COOH
Figura 6. Esquema de la molécula de inmunoglobulina. Las cadenas pesadas son representadas en

color negro, mientras que las ligeras por gris claro. CH, dominios de la cadena pasada; CL, dominio de la
cadena ligera (Merino, 2011).
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Los anticuerpos no sélo son componentes fundamentales del sistema inmune, sino
que, junto con el estudio y el descubrimiento de sus funciones, han servido como
herramientas bioldgicas utiles usadas de rutina en las areas diagnodsticas, terapéuticas

y de investigacion.

La propiedad de los anticuerpos de unirse con alta especificidad y afinidad a una
molécula blanco permite su utilizacién como herramientas esenciales en investigacion

biomédicas y clinica, las cuales han probado ser invaluables para:
-Detectar y cuantificar niveles de expresidon de genes.

-Determinar la localizacién de la expresidon de genes a nivel celular, subcelulary en

los tejidos.

-Inmunodiagndstico: en el diagndstico de muchas enfermedades infecciosas y sis-
tematicas al permitir la deteccién de antigenos y anticuerpos especificos en la circula-

cién o tejidos usando anticuerpos monoclonales en inmunoensayos.

-Diagnostico y tratamiento en tumores especificos: los anticuerpos monoclonales
se usan en la detecciéon de tumores mediante técnicas inmunoldgicas de diagnostico

y para la inmunoterapia de tumores in vivo.

2.3. Antigenos

El Antigeno es una molécula de procedencia exégena o enddégena que resulta ex-
trafla para el cuerpo. Puede ser especificamente unida por un anticuerpo o por un
receptor de la célula T (por sus siglas en inglés, TCR), pero no necesariamente genera
una respuesta inmune (Vega Robledo, 2009). Para aquellas moléculas que inducen una
respuesta inmune, se ha propuesto el termino inmundgeno. Algunas moléculas peque-
Aas, pueden unirse especificamente a los anticuerpos, pero no activan a las células B

o T (son antigenos, pero no inmunégenos).

El Epitopo o determinante antigénico, es el sitio o porcidn inmunodominante de un
antigeno, a través del cual se une con un anticuerpo o con un receptor linfocito T. De
esta manera, un mismo antigeno puede tener epitopos para unirse con anticuerpos
o con el receptor de la célula. Los anticuerpos reconocen a la estructura expuesta,

primaria o terciaria, del antigeno nativo y los receptores de T principalmente a la
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primaria, lo que implica la existencia de dos tipos de epitopos.
-Lineal: formado por secuencias de aminoacidos continuos y contiguos.

-Conformacional: constituido por secuencias de aminoacidos continuos o disconti-

nuos y distantes, que se aproximan entre si debido al plegamiento o conformacién

tridimensional del antigeno.

2.4. Ondas evanescentes

La plasmodnica es el estudio de la interaccién de la radiacién electromagnética (luz)
y los electrones libres en la interfaz metal-dieléctrico. Los PPS se manifiestan como un

campo evanescente de cierta intensidad que decae exponencialmente en z (figura[9).

Cuando una onda plana incide en un interfaz parte de esta sera transmitida y otra
parte reflejada, la onda transmitida se propagarda por el segundo medio, mientras que
la reflejada seguira propagandose por el primer medio como se muestra en la figura

[Bp. Estas ondas planas pueden ser descritas por las siguientes ecuaciones:

Kt

kt cos 0¢
e}
~

k[ sin 6

6, 3

SP(
(

Figura 7. Representacién esquematica de la geometria para un haz incidente, reflejado y transmitido.

(1)
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Considerando una onda plana incidente en un interfaz de mediol/medio2, donde

el indice del medio 1 (nl) es mayor del indice de refraccion del medio 2 (n2) y se

incrementa el dngulo de incidencia con respecto a la normal, el haz de luz transmitida

se acerca a la interfaz entre ambos medios, hasta tener un angulo de 90 grados y

esto hace que este en paralelo con la superficie (figura[8b), a esto se le conoce como

angulo critico, y esta determinado por la ecuacién:

n2

eC = Sen_l(_l),

n

y se genera la condiciéon de reflexién total interna bajo esta condicién se genera

una onda evanescente en la interfaz en el medio n2 (figura [8c), en este caso ya no

tendremos onda transmitida, y el angulo de la onda incidente sera igual que el de onda

reflejada.

A)

Ra)f'o

refractado

n2

Anéulo
¢ 2
B) critico .

)

Reflexion
total interna

n2

Figura 8. Representacién esquematica de A) rayo refractado,B) Angulo critico, y C) Reflexién total interna

La onda evanescente esta descrita por la siguiente ecuacién:

donde

Et = Egre™ T

Et o= KixX + K22
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Figura 9. Representacién esquematica de la reflexién total interna, una onda incide en el medio n2,
con un indice mayor al medio nl1, con un angulu mayor al critico, esto da como resultado una onda
evanecente con decaemiento exponencial en el medio nl

Se sabe que:

kix = k¢ sin B¢ (5)
ktz: ktCOS 6: (6)
De la ley de Snell se obtiene que k¢:
2 1/2
_ M n2g
kt cos 6+ = £kt 1——25|n 0; (7)
n;

. . n?
como en este caso se sabe que sinfi > n—g
2

n2 1/2
ktcoset=:|:kt(1——;sin29i) =i (8)
n;
ng _
Kix = kf—z sin 6; (9)
n

2
ktxn—§ sin 9;

Et=E0te*iﬁye 1 (10)

Esta expresidn representa un campo que decae exponencialmente.
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2.5. Plasmodn polariton de superficie para dos medios.

Los PPS, son excitaciones electromagnéticas que se propagan en la interfaz entre
un dieléctrico y un conductor. Estas ondas electromagnéticas de la superficie surgen
a través del acoplamiento de los capos electromagnéticos a las oscilaciones de los
electrones de conduccién (Maier, 2007). En los plasmones, un campo electromagnético
de excitacidn se acopla a las oscilaciones de los electrones libres del metal (electrones
del plasma) y se propaga por la interfaz como una onda. Esta propagacion tiene lineas

de campo que penetran en ambos medios como se muestra en la figura [10]

Medio 2

k
&y dieléctrico
++ - ++ =
&1 metal W ; 5

Medio 1 H @

N

Figura 10. llustracién esquematico del comportamiento del campo electromagnético de un plasmén
polariton de superficie.

En la superficie de un metal, los electrones pueden realizar fluctuaciones coheren-
tes, llamadas oscilaciones colectivas del plasma de superficie. La existencia de este
efecto fue demostrada por Powel y Swan (Powell y Swan, 1965), en sus experimentos
de pérdida de energia en electrones en aluminio. La frecuencia w de estas oscilaciones
longitudinales esta unida a su vector de onda k, por la relacién de dispersidon. Estas
fluctuaciones de carga pueden ser localizadas en la direccién z, estdn acompafadas
porlas componentes transversal y longitudinal de campo electromagnético el cual des-
aparece cuando |z| — oo y tiene su maximo en la superficie z=0, lo que es normal de

las ondas de superficie.

Se describen los campos en el medio 1 y en el medio 2:



,_'I’z = (0, Hy2, O)ei(kxx+kzz—wt)
E"2 — (EXZ; 0, Ezz)ei(kxx+kzz—wt)
Fi]_ — (0, Hylr O)ei(kxx—kzz—wt)

E1=(Ex1,0, Ezl)ei(kxX—kzZ—wt)
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donde E es el campo electrico y H el campo magnetico, siendo positivo para z> 0,

y negativo para z < 0 y con k, imaginaria, lo que ocasiona el decaimiento exponencial

del campo E;. El vector de onda ky, es paralelo a la direccién de x; k, = 2m/Ap, donde

Ap es la longitud de onda de la oscilacion del plasma. Estos campos deben satisfacer

las ecuaciones de Maxwell y las condiciones de frontera para producir la relacién de

dispersién para los PPS en la superficie plana del metal con una constante dieléctrica

(g1 = 8’1 + is’l’), estando en contacto con un dieléctrico con constante dieléctrica &>, se

deben satisfacer las siguientes ecuaciones:

de manera que

(17)

El vector de onda k, es continuo a través de la interfaz. La relacién de dispersion

de los plasmones puede ser escrita como
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2.6. Plasmon polariton de superficie en un sistema multicapa.

Para excitar el PPS en un sistema multicapa tipo sandwich donde en el centro esta
el medio uno que es el medio conductor, entre dos medios dielectricos como se obser-
va en la figura [11] En este sistema, cada interfaz se puede excitar el PPS. Para modos
TM:

E = (Ex,0,E) (19)
A = (0,Hy,0) (20)

Figura 11. Geometria utilizada para el sistema de multicapa, que consiste en la capa | en vuelto en un
sistema tipo sandiwch entre dos medios semi-infinitos de los espacios Il y Ill.

En este caso solo estamos interesados en los modos acoplados de bajo orden, para
comenzar haremos una descripcién general de modos TM que no son oscilatorios en

la direccién z normal a la interfaz. Para z>a, los componentes son (Maier, 2007):



21

Hy = AePrxe=ks? (21)
Eyx = iA ksePxe—ksz (22)
WENE3
E,=—A elBxg—ksz (23)
WEDE3
Para z<-a (Maier, 2007)
H, = Be®xeke? (24)
Ex=—iB ko ehxekaz (25)
WEnEL
E,=-B elPxg—kaz (26)
WEnEL

Haciendo que los campos decaigan exponencialmente en los medios Il y Ill. En la

region de -a<z<a, los modos localizados en la interfaz entre la parte superios e inferior.

Hy, = CePxek1Z + Defxe=F12, (27)

Ex =—iC kie#xek1Z 4 D kie#xe=k1z, (28)
WEpE&1 WEp€&1
) 1 )

E,=C ebxegkrz 4 p——  gifxg=k17 (29)

WEnE&1 WEnE&71

Despejando la ecuacidn anterior se encuentra la Relacion de dispercion para tres
medios (Maier, 2007)

k3 k_l] [k_l k_z]
—4kia _ [53 + €1 &1 + &2

. (30)
ETnE

e
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2.7. Configuracion de Kretschmann

En esta seccidon se menciona el método utilizado para la exitaciéon de los PPS. El

cual fue propuesto en 1968 por los fisicos Kretschmann y Raether.

La relacién de dispesiéon de la luz en un dieléctrico, no se cruza (figura con la
relacion de dispersién de la interfaz metal-aire lo cual hace imposible poder excitar
plasmones simplemente aumentando la frecuencia al campo electromagnético, debi-
do a que el valor mayor que el vector de onda que puede obtener en el dilectro esta

descrito por:

Kaiel = ?\/Gd (31)

mientras que la relacién de dispersién de los electrones en la interfaz es:

w
Kpps > ?\/ed (32)

Metal/air /

Metal/dielectric with g4

———— — — —— ——— —

kx

Figura 12. Relacién de dispersién para tres sistemas diferentes (Uriarte Medina,2015).

Teniendo esto en cuenta, se hace uso de distintas técnicas que logren disminuir la
pendiente de la relacién de dispersién de la luz para asi lograr igualar las frecuencias.
Una de estas técnicas es el uso de prismas con alto indice de refraccién. Ademas de

gue es posible modificar ese valor cambiando el angulo de incidencia con el propdsito
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de igualar ambos vectores de onda. Uno de estos arreglos experimentales para excitar

plasmones por medio de prismas, es la configuraciéon de Kretschmann.

La configuracién de Kretschmann esta basa en la técnica de reflexién total interna,
y son modeladas matematicamente usando las expresiones de los coeficientes de

reflexidon de Fresnel para la polarizacién p. La configuraciéon se muestra en la figura

Vacionsg
Oron, ’

Figura 13. Diagrama de la configuracién de Kretschmann para la exitacién de los PPS sobre una pelicula
delgada metalica.

Se utiliza un prisma con un medio n; con el fin que el vector de onda k de la luz que
llega a la interaz del prisma con el metal, entre en resonancia con los electrones libres
del metal, para que de esta manera el PPS viaje confinado en el interfaz prisma-metal.
La condiciéon de exitacién de los PPS se da cuando la componente la componente
tangencial del vector de onda incidente es igual al vector de onda del PPS. Para poder
generar el acoplamiento entre ambos vectores de onda, es necesario variar el dngulo
de incidencia 6; del haz incidente, cuando esté pase parte de la energia que este en la

interfaz metal-dielectrico se acoplara, y no habra luz reflejada.

Graficando la reflectancia R vs dngulo de incidencia 6;. Se obseva que para un

valor de 6;, R tiene un minimo. Este angulo es el que satisface las condiciones de
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acopamiento para excitacién del PPS. En la figura (Novotny y Hecht, 2006), se
muestra la reflectancia en funcién del dngulo de incidencia para peliculas delgadas de

plata de diferentes espesores.

lcritical angle of TIR

—_
(=]

o
&

o
D

o
o

Reflectivity

silver 53

o
N

425 45 475 50 52.5 55  57.5 60
Angle of incidence [’]

Figura 14. Comportamiento de la reflectacia con respecto al angulo de incidencia en configuracién de
Krestchmann para una sistema de 3 medios. (Novotny, 2006)

Comparando la figura con la figura donde se observa el acoplamiento del PPS
pero en un pelicula delgada de oro (figura este PPS es excitado a una longitud de
onda diferente al de la plata, en este caso de longitud de onda (650nm), se puede
observar que el angulo de acoplamiento es diferente al de grafica de la plata, de la
misma manera de acuerdo al espesor de la pelicula delgada cambia el porcentaje de

acoplamiento.
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Figura 15. Comportamiento de la reflectacia con respecto al angulo de incidencia en configuracién de
Krestchmann, con una pelicula delgada de oro y un longitud de onda incidente de 650 nm.
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Capitulo 3. Metodologia

En este capitulo se describe la metodologia aplicada para la fabricaciéon de los dis-
positivos microfluidico y la metodologia para llevar acabo la biofuncionalizacion en una

pelicula de oro.

3.1. Fabricacidon de dispositivos optofluidicos

Los dispositivos optofluidicos son utilizados en diferentes areas como biosensores,
dispositivos para la seleccién de particulas, sistemas de mezclado, entre otros. En es-
te trabajo se utiliza como biosensor para encontrar la bioparticula modelo ACE. Se
encontraron varias ventajas en trabajar con sistemas microfluidicos, como por ejem-
plo la disminucién de reactivos, tener un sistema portable de tamafo pequefio y bajo
costo de fabricacién. El polimero utilizado para fabricar estos dispositivos es el polidi-

metilsiloxano (PDMS), que es econdmico, inerte y transparente.

Para la manufactura de estos sistemas es necesario seguir una serie de pasos, los
cuales son: fabricaciéon de mascarillas, fabricacion de maestro, fabricacién de micro-

canales con PDMS, pegado de los microcanales y sistemas de inyeccién de fluidos.

En la figura se muestra el diagrama de flujo para la fabricaciéon de los dispositi-

vos microfluidicos y su descripcidn se hara en las siguientes secciones.

3.1.1. Diseno de sistema microfluidico

Para el disefio de microcanales, es necesario usar un programa de disefio, como
AUTOCAD, PHOTOSHOP, CORELDRAW entre otros. Para este trabajo se utiliza COREL-

DRAW, usando este programa se realizé el disefio de la mascarilla (figura .
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Figura 16. Disefio de microcanales con el software de disefio para la fabricacién de mascarillas.

Disefio de sistema
microfluidico.

Fabricacion de
mascarilla.

Fabricacion de molde
maestro.

Fabricacion de sistemas
microfluidicos en PDMS.

Pegado de sistema
microfluidico a un
sustrato.

Implementacion de
sistemas para inyeccién
de fluidos.

Figura 17. Diagrama de flujo para la fabricacién de un sistema microfluidico.
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3.1.2. Fabricacion de mascarillas

La mascarilla es el elemento donde se graban los disefios de los microcanales. Se
utilizan acetatos fotograficos para grabar dichos disefios mediante un proceso de reve-
lado, similar al utilizado con las fotografias. Esta mascarilla tiene secciones obscuras y

transparentes, para poder grabar el maestro, por medio de un proceso fotolitografico.

Para la fabricaciéon de la mascarilla (figura (18], ésta se disefid6 en CORELDRAW (fi-
gurall6)), se proyecta el disefio en una pantalla de televisién 4k marca SAMSUNG, con
3840 pixeles horizontales y 2160 pixeles verticales. Mediante una camara de pelicu-
la fotografica, se enfoca hasta tener una imagen del tamafo sustrato de vidrio, una
vez tomada la fotografia, se revela el acetato. El resultado serda una mascarilla con los

colores invertidos del disefio original.

Fabricacion de
mascarilla

Proyeccion del disefio

Toma de fotografia

Revelar fotografia

Figura 18. Diagrama de flujo para la fabricacién de mascarilla para la fabricacién de un dispositivo
microfluidico.

3.1.3. Fabricacion de molde maestro

El molde maestro es sobre el cual se vertié el PDMS, para que este quede copiado
sobre la superficie del mismo. Este puede ser reutilizado para poder crear multiples

microcanales de PDMS.
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Fabricacion de molde
maestro

Cortar pelicula de
fotoresina

Colocar pelicula de fotoresina el en
sustrato de vidrio

Colocar mascarilla

Irradiar luz UV

Revelar

Figura 19. Diagrama de flujo para la fabricacién de un molde maestro.

Para la creacién de un molde maestro (figura|20), se cortdé un pedazo de pelicula de
fotoresina del tamafio del sustrato de vidrio (3” x 1”), es necesario quitar la primera
capa protectora de plastico de la pelicula de fotoresina, esto deja expuesto un adhe-
sivo para fijarlo al sustrato de vidrio. Para tener un correcto pegado se le administra
calor, y después con ayuda papel se le frota repetidamente, hasta que la pelicula de
fotoresina esté completamente pegado al sustrato de vidrio. Se colocé la mascarilla
sobre el sustrato de vidrio con pelicula de fotoresina, se le irradia con luz UV durante
45 segundos. Se retira la Ultima capa protectora para poder revelar la pelicula de foto-
resina y de esta manera se retiré las secciones donde la luz UV no incidié. El resultado

final se puede observar en la figura [21]
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Figura 20. Diagrama esquematico del proceso de fabricacién del molde maestro.
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Figura 21. Resultado final del molde maestro.

3.1.4. Fabricacion de sistemas microfluidicos en PDMS

Para la creacién de los microcanales con PDMS (figura se utiliz6 el elastémero
Sylgard tipo 184 de Dow Corning que consta de dos agentes quimicos, base de elas-
tédmero de silicon y agente curados de elastémero de silicén, que al mezclarlos con
una proporciéon de 10:1 da una capa de PDMS determinada por la cantidad de gramos
utilizados. La mezcla puede contener burbujas de aire por lo que se colocé en una
campana de vacio durante 15 minutos, o hasta que no se observen burbujas de aire
en la mezcla. Se vierte sobre un recipiente (figura [23) donde se encuentra el molde
maestro, se colocé el recipiente en un horno a una temperatura 100 grados centigra-
dos durante 20 minutos. Al terminar, se retira el PDMS del molde maestro, y asi se
obtuvo un sistema microfluidico impreso en PDMS con 25um de espesor . Como re-

sultado se obtiene un material transparente e inherente, tal y como se observa en la

figura[24]
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Fabricacion de sistemas
microfluidicos en PDMS

Mezclar PDMS y
curador (10:1)

Colocar en vacio

Verter sobre maestro

Hornear

Perforar entradas y
salidas

Figura 22. Diagrama de flujo del proceso de fabricacién de dispositivos optofluidicos en PDMS.

Molde maestro

Figura 23. Recipiente que contiene el maestro, donde se vierte la mezcla de PDMS y curador, para la
fabricacién de microcanales en PDMS.
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Colocar la mezcla de PDMS y
curador sobre el maestro

| —

Aplicar calor

it

—
——

| —

Retirar el PDMS del
maestro

Figura 24. Diagrama esquematico del proceso de fabricacién de microcanales en PDMS.

3.1.5. Pegado de microcanales

Para darle rigidez al PDMS con el disefio de los microcanales es necesario adherirlo

a un sustrato de vidrio.

Para poder pegar los microcanales primero es necesario limpar el porta objetos de
vidrio, como se describe en el diagrama de la figura (para ver los pasos a fondo
revisar anexo A). La limpieza de los porta objetos es muy importante, de lo contrario
no se tendra un correcto pegado de los microcanales, haciendo que se despeguen o

simplemente no se logren adherir al sustrato de vidrio.
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Limpieza de
sustrato de vidrio

Limpiar con
acetona

Bafio de ultrasonido
con acetona

Limpiar con detergente
neutro

Bafo de ultrasonido
con detergente neutro

Enjuagar con agua
destilada

Bafo de ultrasonido
con agua destilada

Secado de sustrato con nitrégeno
comprimido

Figura 25. Diagrama de como fabricar los canales de PDMS

Para pegar el microcanal de PDMS a un sustrato de vidrio se utilizd6 un “Plasma

Ill

Cleaner”. Dentro de la camara del “plasma cleaner”, este es un aparato utilizado para
limpiar contaminantes e impurezas de superficies, sin embargo, si se utiliza por cortos
tiempos se puede utilizar para adherir microcanales a un sustrato de vidrio. Se coloca
el sustrato de vidrio y sobre el se coloca PDMS con los microcanales hacia abajo, y se le
da un tratamiento de plasma por 30 segundos en un ambiente de oxigeno. Al sacarlo
de la cdmara, se deja bajo presién durante 24 horas. Al seguir todo estos pasos se

obtendra un sistema microfluidiico como se observa en la figura
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Figura 26. Fotrografia despues de haber pegado el sustrato y el PDMS

3.1.6. Implementacion de sistemas para inyeccion de fluidos

Dentro de los microcanales se debe de tener en cuenta el flujo con el cual se inyec-
ta el fluido, ya que si es el flujo es muy grande, la presién aumentara y se despegara el
microcanal, y si es muy bajo se tardara en recorrer el canal. Para la inyeccion de liqui-
dos se utiliz6 una microbomba de la marca Micrux, modelo NE-4000 , con capacidad
de inyectar dos liquidos diferentes (figura 27), sin embargo, ambos tendran el mis-
mo flujo. La microbomba utilizada tiene diferentes flujos que van desde uL/min hasta

mL/min.

Figura 27. Microbomba de la marca Micrux, modelo NE-4000 de dos jeringas para inyeccién de liquidos.

En cada canal se colocé una manguera diferente, para poder inyectar dos liquidos
diferentes, la salida del liquido es independiente de cada canal. En la figura se

puede observar el sistema microfluidico conectado a la microbomba.
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Figura 28. Sistema microfluidico con las mangueras de entrada y salida para la inyeccién de liquidos.

3.2. Funcionlazacion de la superficie de oro por el metodo de monocapaz

El biosensor se basard en un inmunoensayo tipo sandwich, en dénde se inmovi-
lizara un anticuerpo monoclonal anti-ACE (MAbacg) sobre la superficie sensora (chip
de oro), que fue modificada para la correcta orientacién del anticuerpo (figura [29).
Se usé un anticuerpo secundario con una enzima marcadora (HRP, por sus siglas en
inglés “horseradish peroxidase”) como develador de la reaccién y presencia del anti-
geno ACE. La reaccién es colorimétricamente medible, basandose en si se encuentra
presente el antigeno la enzima se oxida mostrando una coloracién directamente pro-

porcional con la cantidad del ACE presente (Figura[29).

Y MAby ¥ ACE N Ab-HRP
A,

G, T - o

¢ X P OPE T W
g vVvWi\lsvvvvo

| Superficie sensora

Figura 29. Principio general de deteccién inmunoenzimética del biosensor. I. representa la reaccién
quimica de un anticuerpo secundario marcado con la enzima HRP (Ab-HRP).

La biofuncionalizacién por monocapas consistié en tener una superficie de oro, la
cual se modificara quimicamente para formar una capa auto-ensamblada de Cistea-

mina, un compuesto organico que tiene un grupo tiol (-SH) que forma un enlace dativo
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con el oro y en el otro extremo queda libre un grupo amino (-NH2). Por otro lado, se
utilizard una solucién de EDC/NHS (50 mg/mL/50 mg/mL) para activar los grupos car-
boxilicos del anticuerpo MAbace. El anticuerpo reacciona con el EDC y se activan los
grupos carboxilicos del anticuerpo (pasa de COOH a COO—), el NHS sirve para que la

reaccidon sea mas estable y mas eficiente.

Una vez activados los grupos carboxilicos del anticuerpo, la solucion se colocara
en los chips de oro para que se realice la esterificacién entre el grupo amino que se
formd en la superficie del oro con el grupo carboxilo ya activado del anticuerpo (figura
[30). Nota: se realizard un paso de bloqueo que cosiste en poner el 1% de BSA (Bovine
Serum Albumin), la cual es una proteina que ocupara los espacios libres en dénde no

se ha inmovilizado MAback.
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Figura 30. Biofuncionalizacién por monocapas.

Monocapa
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Capitulo 4. Resultados

En este capitulo se muestran los resultados experimentales obtenidos durante el
desarrollo de este trabajo de investigacién. Primero se describen los arreglos experi-
mentales utilizados, se muestran los resultados para las primeras pruebas y caracteri-
zar el arreglo experimental, tanto con una fuente de luz ldser y un diodo emisor de luz.
También se muestran los resultados de las pruebas de conceptos para la deteccion de

biomoléculas y ACE.

Para estos experimentos se utilizé el mismo disefio experimental, sin embargo, se
utilizaron dos dispostivos diferetes de emisién de luz, primero se usé un laser de 650
nm de longitud de onda (color rojo), y despues se cambio por una diodo emisor de luz

con una longitud de onda de 621 nm.

L, Pr P L,

—-éw<qu. /
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Figura 31. Arreglo experimental éptico para la exitacién del PPS, utilizando la configuracién de Kretsh-
mann, usando un ldser de 650 nm de longitud de onda
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Figura 32. Arreglo experimental éptico para la exitacién del PPS, utilizando la configuracién de Kretsh-
mann, utlizando una lampara con una longitud de onda central de 621 nm

Los componentes para la construccién del arreglo experimental son:



39

* Diodo laser de 650 nm (figura[31), y lampara de 621 nm (figura[32).
* Filtro espacial, solo arreglo 1.

* Iris, solo arreglo 2.

* Polarizador lineal (P1 y p2), Thorlabs.

* Lente planoconvexa (L1), Thorlabs, F = 150 mm, D = 5.4mm

* Lente semicilindrica (Lc), Thotlabs, F = 50 mm.

* Prisma semicilindrico de una pulgada de radio y una pulgada de espesor con un
indice de refraccién n = 1.511, sobre una platina con capacidad de de movimiento en
360 grados.

* Portaobjetos que contiene una pelicula delgada de oro de 50 nm de espesor.
* Camara CMOS, CANON Rebel T3, tamano de pixel 5.15 um.

Ambos arreglos son utilizados para excitar PPS. En el arreglo 1 (figura[31)) se utiliza
un laser como fuente de exitacion, éste incide en un filtro espacial para expandir el haz
de luz. En el arreglo 2 (figura[32) ee utiliza una lampara LED que incide en un iris para
delimitar el haz de luz. El haz incide en un polarizador lineal para tenerlo con polari-
zacién "p", utilizando una lente planoconvexa es enfocada en la lente semicilindrica,
esto nos da una linea de luz que incide sobre el prisma semicilindrico, que contine
un portaobjetos con una pelicula de oro, con aceite de inmersién entre el prisma y el

porta objetos.

4.1. Plasmodn polariton de superficie en una pelicula delgada de oro y aire,

exitado con laser

Para las primeras pruebas, se depositdé una pelicula de oro de 50 nm en un sus-
trato de vidrio, se colocd sobre el prisma semicilindrico (figura y se realizaron las

pruebas para determinar el &ngulo de incidencia para la excitaciéon del PPS.
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cmos cmos ™~ cmos ™

Figura 33. Arreglo experimental para la exitacién de PPS variando el angulo de incidencia.

Utilizando el primer arreglo éptico (figura donde se utilizé un diodo laser de
632 nm de longitud de onda, el objetivo de este primer experimento fue determinar
el angulo que deberian de tener ambos polarizadores para tener polarizacién p, y de
esta manera excitar el PPS en la pelicula de oro. Al tener la condiciéon de reflexiéon
total interna se cambié el angulo de incidencia hasta encontrar la posicién donde se

observa una regién obscura en la fotografia (figura rectangulo azul).
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Figura 34. Fotografia del PPS generado en la interfaz entre oro y aire

Posteriormente se hizo un andlisis de imagen con el programa MATLAB, donde se
selecciond una seccidn de 4272 pixeles en la componente x, y 300 pixeles en la com-
ponente z. De los datos obtenidos se calculdé un promedio de estas lineas, el cual se

muestra la variacién de la intensidad en funcién del dngulo de incidencia (figura|35).
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En los resultados obtenidos se observé un minimo de intensidad cuando el 4ngulo de

incidencia es 45 grados.

85 T T T T T T T T T T
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50 . . . . . .
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Angulo de incidencia (grados)

Figura 35. Grafica de intensidad contra angulo de incidencia, donde se observa que el decaimento de
la intensidad, esto representa la exitacién del PPS en la pelicula delgada de oro. Rectangulo azul.

4.1.1. Plasmon polariton de superficie en dos canales con pelicula delgada

de oro

Para tener dos canales de oro de la misma longitud y espesor, se utilizé la técnica
de fotolitografia. Se disefio en un diagrama del chip, que consistié en un portaobjetos
de vidrio de 3” por 1”, donde estan dos peliculas de oro del mismo espesor, separadas
1mm entre ellas, y los microcanales hechos de PDMS. Una vez que se determin¢ el

disefio se obtuvo el sistema optofluidico (figura [36).

A)
PDMS

— /O =
[

Sustrato de vidrio

Figura 36. A) Diagrama del sistema optofluidico. B) Fotografia del sistema optofluidico terminado..
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En este caso al incidir luz se puede observar cdmo hay reflexién en ambas peliculas
de oro, reflejando cada una luz al sensor CMOS, pudiendo diferenciar entre ambas
peliculas (figura 37).

Figura 37. Arreglo experimental para la exitacién de PPS con un microcanal, que contiene dos peliculas
de oro, con variando el dngulo de incidencia

Variando el dngulo de incidencia se logra satisfacer la condiciéon de excitacién del
PPS, al tener dos peliculas del mismo espesor ambos PPS son excitados en el mismo
angulo. Lo anterior puede ser observado en la figura en donde ambas peliculas

absorben la luz en la misma regién (lineas centrales de color rojo).
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Figura 38. Fotografia del PPS generado por un microcanal de dos con pelicula de oro, con una interfaz
de oro y aire. Rectdngulo azul y verde, regiones de excitacién de los PPS.

De la fotografia se selecciond una seccidn de cada pelicula para hacer un promedio

de lineas, y encontrar una grafica de intensidad contra angulo de incidencia. Lo ante-
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riormente mencionado se reafirma, ya que en ambos casos la minima intensidad se
tiene alrededor de los 45 grados (figura|39).
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Figura 39. Grafica de dngulo de incidencia contra intensidad.

4.2. PPS en una pelicula de oro, excitados con un diodo emisor de luz

En los resultados de la seccién 4.1 se puede observar como las graficas tienen
mucho ruido, esto debido a la coherencia del haz, ocasionando que en las fotografias
tengan el efecto de moteado éptico, haciendo que las graficas presenten ruido. Lo
anterior condujo a explorar otra fuente de iluminacién, en lugar de un laser se utilizé

por una fuente LED no coherente.

En la figura se muestra la grafica de intensidad contra longitud de onda de la

lampara LED, en donde se puede observar que esta fuente tiene un ancho espectro de
12 nm y un valor central de 623 nm.
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Figura 40. Grafica de intensidad contra longitud de onda de la ldmpara LED.

El efecto de moteado éptico disminuye considerablemente al utilizar una fuente
de baja coherencia, ya que este es un efecto ocasionado por la coherencia del haz,
obteniendo una imagen mas suavizada (figura [41)), utilizando como fuente de luz el

diodo emisor de luz, se logro excitar el PPS en la pelicula de oro (ver rectangulo azul
de figura [41)).
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Figura 41. Grafica de intensidad contra longitud de onda de la ldmpara LED.

El PPS generado con la lampra LED mostré un angulo de incidencia donde se en-
cuentra el minimo alredor de 45 grados (figura [42)).
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Figura 42. Grafica de intensidad contra longitud de onda de la lampara LED.

4.2.1. PPS en dos peliculas de oro, excitados con un diodo emisor de luz.

En la figura se encuentran dos regiones obscuras en ambas peliculas de oro,
ambas estan en la misma regién, esto indica que se éxito un PPS y al estar en las

mismas condiciones son excitados con el mismo angulo de incidencia.
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Figura 43. Fotografia del PPS generado por un microcanal de dos con pelicula de oro, con una interfaz
de oro y aire, utilizando un diodo emisor de luz. Rectangulo azul y verde, regiones de excitacién de los
PPS.

Analizando la fotografia, y obteniendo la grafica de intensidad en funcién del angulo

de incidencia de cada pelicula de oro se obtuvo la figura donde los PPS de ambas
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peliculas tuvieron una minimo de intensidad en un dngulo de incendia alrededor de 45

grados.
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Figura 44. Grafica de angulo de incidencia contra intensidad .

4.3. Excitacion de PPS en un interfaz de oro-agua dentro de un sistema
microfluidico

Con la finalidad de comprobar la sensibilidad de los PPS al cambio del indice de
refraccién de la superficie de la pelicula de oro, se le inyecté agua destilada en uno de
los microcanales, representado por un rectangulo azul en la figura 46, de esta manera
se cambia la interfaz a oro-agua. Teniendo en cuenta que el indice de refraccién del

agua es de 1.3. El otro microcanal se dejo igual al caso anterior.

Al tener diferentes interfaces en los microcanales, los PPS seran excitados a dife-
rentes angulos de incidencia, en la figura se observa una regién obscura (sefalado
por un rectangulo azul) en el microcanal el cual tiene agua destilada, sin embargo, en

el otro microcanal no se presenta ninguna absorcion de la luz.
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Figura 45. Fotografia de un PPS generado en una interfaz oro-agua con un diodo emisor de luz.

Analizando este micro canal con la interfaz oro-agua se encontré que la minima

intensidad se encuentra alrededor de 68 grados (figura [35)), esto indica un desplaza-

miento del PPS de acuerdo al cambio del indice de refraccidn.
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Figura 46. Grafica de angulo de incidencia contra intensidad.



48

La interfaz de oro-aire tuvo un angulo de incidencia mayor a 45 grados, por ello el
PPS de esa interfaz no fue excitado, tenian un angulo mayor al requerido para empatar
el Kpps ¥ Kix, mientras que en el interfaz de oro-agua el PPS es excitado a un angulo

de incidencia de 68 grados.

4.4. PPS excitado de una pelicula de oro biofuncionalizado para glucosa

oxidasa

Una vez que se demostré la excitaciéon del PPS, con la finalidad de preparacién
de superficie expuesta a otros materiales y biomoléculas se exploré una técnica de
biofuncionalizacién segura y facil de realizar. El atrapamiento de biomoléculas en redes
poliméricas es ampliamente utilizado en todos tipos de sensores por su practicidad.
Para ello se uséglucosa oxidasa como biomolécula a inmovilizar sobre un canal de oro
en elfotopolimero (PVA-AWP, Unicamente depositando una solucion de mezclada con
el fotopolimero y dejando secar. Los resultados observados conducen a afirmar que el
atrapamiento de la biomolécula fue realizada, debido que en la la figura se muestra
una regidn obscura (sefialada por un rectangulo punteado), el cual no es visto en el

otro canal control sin enzima y sin fotopolimero.

500
1000
1500
2000

2500

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Figura 47. Fotografia de un PPS generado en una pelicula de oro, biofuncianalizada por el método de
fotopolimeros, para la glucosa oxidasa..
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En el canal inferior no se presenta ningun PPS, esto ya que esa pelicula fue usa-
da como control, y el PPS generado por la biofuncionalizacién por su alto indice de

refraccion es generado casi en el limite del prisma semicilindrico.
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Figura 48. Grafica de dngulo de incidencia contra intensidad.

4.5. Biofuncionalizacién por absorcion de inmunoensayos

Con la finalidad de evaluar la afinidad de la biomolécula modelo (ACE) deposita-
da sobre un microchip de oro, mismo material de la superficie sensora de nuestro
sistema optico, se utilizé el método de funcionalizacién por monocapas. Una vez reali-
zada la formacién de la monocapa se prepararon diferentes diluciones de de MAback:
1/100, 1/200, 1/400 y 1/800 (a partir de una concentracién proteica de: 1mg/mL). Asi
se evaluaron cada una de las concentraciones de MAbce por inmunoensayos, comun-
mente utilizados como método de andlisis preliminar para evaluacién de la capacidad
de anclaje sobre una superficie sensora, optimizacién y exploracién de métodos de
inmovilizacion de biomoléculas. El tipo de ensayo desarrollado fue el inmunoensayo
tipo sandwich. La enzima reveladora de la respuesta de presencia de las diferentes di-
luciones de MAbace sobre el chip de oro es representado por la sefal de respuesta con
una coloracién visible (azul) y medible a 620 nm, siendo directamente proporcional del

anticuerpo primario presente en la superficie de oro (MAbace) (Figura [49).
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Figura 49. Diagrama de absorcién contra concentraciéon de ACE.

La respuesta obtenida del control sin anticuerpo primario (no MAbacg) no fue signifi-
cativa (0.185 u.a.), lo que indica que no existié una absorcién inespecifica de anticuer-
pos sobre la superficie de oro. La comparacién de la respuesta obtenida (absorbancia)
en las diferentes diluciones evaluadas de MAbace demostré que la formaciéon de mo-
nocapas y biofuncionalizacién de la superficie fue exitosa. Sin embargo, en la dilucién
1/100 se esperaba obtener una absorbancia mayor a la obtenida en la subsecuente
dilucién (1/200) o una meseta (absorbancias iguales entre ambas), pero la absorban-
cia obtenida fue menor. Lo anterior implicaria una saturacion de la superficie del chip
de oro por el niumero de biomoléculas de MAbace. Lo anterior, se puede atribuir a
impedimentos estérico que surge de una elevada cantidad de moléculas de MAbace
inmovilizadas sobre el chip de oro, con lo cual podria estar impidiendo una orienta-
cién correcta de los anticuerpos para la interaccién con el anticuerpo secundario con
la enzima debeladora (IgG-HRP) de la presencia del MAbace (Garibo, 2014). A partir
de las diluciones 1/200 a 1/800 se mostré la tendencia que se esperaba, que a mayor
nimero de MAbace mayor es la respuesta en u.a. y decrece conforme disminuye el
numero de anticuerpos. Con la finalidad de probar en el sistema 6ptico se opta por
seleccionar las diluciones que se encuentren dentro de absorbancias éptimas (0.6-0.7
u.a), en este sentido la dilucién éptima a ser probada en el sistema dptico debera ser

1:400 (0.654u.a).No obstante debido a la inestabilidad de algunos anticuerpos se de-
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cidié probar nuevamente una concentracién mayor (1/200) adicionando controles (No
IgG-HRP, no MAbACE, sin cisteamina y Unicamente el chip de oro) (figura que nos
permitirian descartar aspectos importantes en la futura biofuncionalizaciéon sobre la

superficie sensora del biosensor 6ptico.
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Figura 50. Experimento de seguimiento.

Lo anterior de inestabilidad del MAbace (1/400) fue observado al obtener absorban-
cias con un valor 5 veces menor a la obtenida en el previo experimento (figura [50).
Asi, en un futuro ambas concentraciones (1/200 y 1/400) deberdan ser verificadas para
el futuro uso sobre una superficie de deteccién del sistema éptico con microfluidica.
Como era de esperarse al no estar presente el anticuerpo segundario (IgG-HRP) una
absorbancia no significante (0.024) fue observada. No obstante, en el control de no
MAbace conduce a una inespecificidad, es decir el IgG-HRP se ancla sobre el chip (con
monocapa de cisteamina) y sin presencia del anticuerpo primario (MAbace). Lo anterior
conduce a dos posibles mejoras en su futuro uso sobre el sistema dptico con micro-
fluidica: 1) aumentar la concentraciéon de la solucién bloqueadora (BSA) y 2) tiempo
de bloqueo mas prolongado. Como era de esperarse al no haber cisteamina que es la

monocapa para llevar a cabo el anclaje de biomoléculas no existe sefal de respuesta.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se realizé un estudio experimental para la construccién de un bio-
sensor microfluidico utilizando plasmones polaritones de una superficie de oro como

transductor.

Los resultados obtenidos durante la maestria condujeron a las siguientes conclusio-

nes:

- Se logré desarrollar un sistema de excitacion de PPS con la configuraciéon de
Kretschmann. Este consistié principalmente de una fuente de luz que incide sobre un
prisma semicilindrico y sobré este un sustrato con una capa de oro delgada (50nm),
lo anterior sobre un sistema goniométrico para determinar los desplazamientos an-
gulares de los minimos de intensidad del haz reflejado por el prisma (acoplamiento

plasménico).

-Utilizando un diodo laser como fuente de luz se observa que el moteado laser
causa sefales ruidosas en la deteccion de éstas, aunque son promediadas, generan
incertidumbre en la posiciéon angular del minimo de intensidad. Para reducir este ruido,
se utiliz6 como fuente de luz un diodo emisor de luz con un ancho espectral angosto
(ancho menor a 5nm), que permite reducir considerablemente el moteado laser. La

incertidumbre de la ubicacién del minimo de absorcién se redujo.

-Se utilizé como detector el sensor CMOS de una camara fotografica, y mediante
andalisis geométrico, fue posible relacionar posicién de un pixel del detector con una
distancia angular. Lo que permitié de manera directa relacionar la imagen obtenida

por el sensor, en pixeles, con el desplazamiento angular en grados.

-Se disefié y fabricé un sistema microfluidico de dos canales para ser implemen-
tado como cabezal en el sistema de deteccién. Esto se logré utilizando una técnica
fotolitografica, pasando por diferentes pasos; desde el molde maestro para la creacién
del sistema microfluidico, haciéndolo de un tamafio compacto para ser pegado en un
sustrato de vidrio, usando como material principal PDMS, ya que es un material inerte

para utilizar reactivos biolégicos.

-Las mediciones de la presencia de excitacién plasménica en el sistema microflui-

dico cuando a uno de los canales se le inyectd agua y el otro sirvié de referencia.
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El modelo éptico microfluidico de dos canales desarrollado mostré ser una prome-

tedora alternativa para ser utilizado como biosensor plasménico.

-Las pruebas de concepto realizadas para determinar la viabilidad de utilizar es-
te sistema microfluidico como sensor plasmédnico, y determinar la presencia de un
antigeno especifico (analito) condujeron a un primer e importante paso en la biofun-
cionalizacién de anticuerposmonoclonales ACE (MabACE)sobre una superficie de oro

gue serfa parte del transductor de biosensor.

-Las pruebas auxiliares y preliminares de sensado por ensayos de inmunodeteccién
sobre un chip de oro con las mismas caracteristicas de la pelicula de oro utilizada en el
sistema microfluidico, demostraron una deposicién exitosa de MAbACE sin existir una
absorcién inespecifica de algln otro componente biolégico. Con lo cual conduce a la

viabilidad del detector.
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Anexos

A. Apendice A

Pegado de microcanales

Para el pegado de los microcanles, primero se debe de limpiar los sutratos, ya que

la limpieza es lo que nos dara un correcto pegado.
Para limpiar los sustratos es necesario seguir los siguientes pasos.
1. Con "Lens-paperz acetona limpiar el sustrato, para remover el exceso de grasa.
2. Colocarlo en un bano de ultrasonido de acetona por 5 minutos.
3. Enjuagar con agua destilada sin dejar que el acetona se evapore.

4. Tallar el sustrato con una solucién de detergente neutro, 9:1 de agua destilada y

detergente neutro.

5. Colocar el sustrato en un bafo de ultrasonido con la solucién de detergente

neutro por 15 minutos.
6. Enjuagar con agua destildad.
7. Colocar el sustrato en un bafo de ultrasonido de agua destilada por 15 minutos.
8. Secar con nitrogeno gaseoso y guardar en un caja petri.

Una vez que esten limpios los sustratos, ya es posible usarlos para pegar los micro-

canales.

Para pegarlos se coloca tanto el sustrato como el microcanal de PDMS, en un "Plas-
ma Cleaner", por 30 segundos en un ambiente de oxigeno. Se colocan tipo "Sandwichz

se dejan bajo presidon durante 24 horas.
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Para excitar el PPS en un sistema multicapa tipo sandwich donde en el centro esta el

medio uno que es el medio conductor, entre dos medios dielectricos como se observa

en la figura[11] En este sistema, cada interfaz se puede excitar el PPS. En este caso solo

estamos interesados en los modos acoplados de bajo orden, para comenzar haremos

una descripciéon general de modos TM que no son oscilatorios en la direccién z normal

a la interfaz. Para z>a, los componentes son:

H, = Aexg=ksZ

k3eil3xe—k3z
WENE3

e[ﬁxe—k_o,z

WENE3

Para z<a

H, = BePxek2?

Ey, =—iB ko efxekaz

WEnEL

eibx k27

WEQEL

Haciendo que los campos decaigan exponencialmente en los medios Il y Ill. En la

region de -a<z<a, los modos localizados en la interfaz entre la parte superios e inferior.

H, = Ce®xekiz 4 pelPre=kiZ

kiexekiz 4D
WENE&L WEpE&7L

Ex =—iC

eiﬁxeklz +D eiﬁxe—klz

WENE&1 WENE&1

,=C

k1 ePxe=k1z
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Por continuidad Hy y Ex qguedan como: En z=a Para Hy

AePxe=k:a = Celbrxekid + pelbxe=kia (10)
Simplificando
~Ae ka8 = cek1d 4 pe=kia (11)
Para Ex
iA kszePre=kd = —iC kiePrxek1a 4+ D kiePre—kia (12)
WEQE3 WEQEL WEp€1
Simplificando
2ASea o _cMenay paka (13)
€3 &1 &1
Haciendo lo mismo para z=-a. Para Hy.
BePxe=k2a = celfxg=k1a | pelbxekia (14)
Simplificando
.. Be™k2@ = ce~k1a 4 pekia (15)
Para Hx
-B kperxe=k2d = —iC kie®xe=k1a 4 ip k1e®xegkia (16)
WEDEL WEOEL WEoE
Simplificando
k> k1 k1
n—B—e k0 =_Cc—e ka4 p_—gkia (17)
&2 &1 &1

El sistema lineal de las cuatro ecuaciones acopaldas. Hy debe cumplir la siguiente

ecuacion en las tres regiones

3.2 +(k§£f_52)Hy=0 (18)
V4
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Sustituyendo
92eihxg—kiz .
— T (k2ei—p?)ee 2 =0 (19)
elPrekiz2 (kési— ,82) elfxe=kz = 0 (20)
- k?=p%—kig (21)

Con i=1, 2, 3. Resolviendo el sistema lineal de ecuaciones. Sustituyendo la ecuacién
21 en 23.

kia —kia
Ee—ky) Cenf+ De™™ :_Cﬁekla_i_DEe—kla (22)
£3 e—ksa £ £
ECekla + ECekla = —EDe_kla + EDe‘kla (23)
£3 &1 &3 &1
Cekla[ﬁ+ ﬁ] = De~k1a [—E+ ﬁ} (24)
€3 &1 & &
Resolviendo para C
[-2+2]
. — —2kya £3 €1
C =De [Q+ g] (25)
E3 &1
Resolviendo para D
ks 4 ki
D= C62k10@ (26)
o [_k_s + k_l]
E3 &1
Haciendo lo mismo para z=-a, sustituyendo la ecuacién 25 en 27.
—k1a kia
_Ee—kza[ce ~rben ]:—ECe_kla+ M pekia (27)
&2 e—kaa £1 £1
—ECe‘kla + ECe_kla = EDekla + EDekla (28)
£ &1 €1 €2
Ce—kla[—9+ E] =Dekla[ﬁ+ E} (29)
&2 &1 &1 &2
Resolviendo para C
ki k2
C= Dezha@ (30)

s
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Resolviendo para D

-5+ 4]

D = Ce—2ka (31)
ki, k
[&+2]
Sustituyendo la ecuacién 29 en 31.
ks , k1 ki , k»

— 2kia [E + E] 2kia [E + g]
C=Ce [ e (32)

[-2+2] [-2+2]

ks L ki ki, ko

e—4kia — [53 + 51] [51 + Ez] (33)

=

En el caso de que los medios Il y Ill sean iguales, nos encontramos con el siguiente

caso particular, ko = k3, €2 = €3

ki ke ]?
e—4k]_a — I:El + EZ] , (34)

-a+5T
&2 &1

Obteniendo la raiz cuadrada

ki, k
—2kia _ I:E_:ll + é]
e ==, (35)
—5+5]
& &1
y despejando

ky ki1 ~ke ki k
[——2+—1]e =:|:[—1+—2]ek1". (36)

& €1 &1 &

En el caso positivo de la raiz cuadrada
—k1a

|:—k2£1+k1£2]e 1 :|:k1£2+k2£1i|ekla, (37)

€182 &8,
—kyg1e K19 4 k16 K = kyg,ek19 4 kyg k1) (38)
ki€ [e_kla — ekla] = ko€, [ekla + e_kla] , (39)

[ekl"— e_kla] ko&q
— = (40)

[ekaye7@] ki

kye

tanh = ———* (41)

1&2



En el caso negativo de la raiz cuadrada.

|

—k>&1 + k16>

£1&2

[ere—e™]

] —kia [k1£2+k2£1
e =—|—7"

&8,

/(152

[ef1a 4+ 7]

tanh = —

/(281'

kig>

kg1

i| ekla,
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