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RESUMEN

En este trabajo se realiza una caracterizacién mediante espectroscopia de reflectancia difusa de
las pruebas cualitativas empleadas en la deteccion de la fraccion beta de la hormona
Gonadotropina Coriénica (hGC) en orina. Cuando se ejecuta una prueba, la muestra afiadida a la
almohadilla migra por capilaridad al otro extremo de la tira de nitrocelulosa, en donde se
encuentran particulas inmovilizadas que usualmente son nanoparticulas de oro coloidal. La
importancia de esta caracterizacion radica en la posibilidad de encontrar pruebas no-validas y/o
falsos negativos en los resultados, asi mismo, poder determinar de manera indirecta el tamafio
aproximado de las nanoparticulas utilizadas en la fabricacion de las tiras reactivas, empleando los
espectros obtenidos experimentalmente.

1. INTRODUCCION

La hormona Gonadotropina Coridénica (hCG) es una hormona glicoprotéica sintetizada por la
placenta y detectable en orina de manera temprana después de la implantacion de un 6vulo
fertilizado en el tejido coridnico. Es la senal principal y el marcador especifico de que existe
embarazo. El cassette de diagndstico es un ensayo para la deteccidon cualitativa de niveles
elevados de hCG en orina. El principio se basa en un ensayo inmunométrico que utiliza una
combinacién unica de anticuerpos para identificar selectivamente hCG; contiene una tira reactiva
plastica con un cojin de absorcién de muestra y una zona de membrana. La férmula contiene
anticuerpo monoclonal anti-hCG de ratén con oro coloidal. La membrana de nitrocelulosa es
impregnada con IgG chivo-antiratén en la zona de control y anticuerpo chivo anti-hCG en la zona
de prueba [1]. Durante la prueba, la muestra de orina se aplica en un extremo y es absorbida en la
membrana, posteriormente la muestra fluye lateralmente a través de la nitrocelulosa debido a la
accion capilar, la hormona hCG en la muestra de orina se combina con el oro coloidal, moviéndose
cromatograficamente por toda la membrana. El anticuerpo chivo anti-hCG pre impregnado en la
zona de prueba atrapa el complejo resultante. La aparicion de una linea purpura en la zona de
prueba muestra un resultado positivo, presencia de hCG. La ausencia de esta linea muestra un
resultado negativo 6 la no presencia de hCG (fig. 1). Las nanoparticulas pueden ser de oro
coloidal, algun colorante, particula fluorecente o alguna particula paramagnética monodispersa de
latex [2]. Las nanoparticulas de oro son las mas utilizadas ya que se obtiene facilmente, son no
téxicas, tienen alta afinidad a proteinas y biomoléculas, son altamente estables y poseen buena
sefal 6ptica de absorcion (520 nm a 540 nm). En general, presentan un diametro entre 20 nm a
100 nm, siendo de 40 nmm la que mas se emplea. Las propiedades Opticas de las nanoparticulas
se determinan por la interaccién de la luz con la conduccién de electrones libres. El fendmeno de
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resonancia de plasmones superficiales provoca una absorcién de luz en metales de tamanos
nanométricos [2].
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Figura 1.- a) Sobre la membrana de nitrocelulosa se encuentran absorbidos en la linea de prueba, anticuerpos
chivo anti-hCG y sobre la linea de control, anticuerpos anti-conjugado IgG chivo-antiraton, de forma que
cuando la muestra contiene hCG, ésta fluye por la membrana quedando retenida en la linea de muestra. b) El
conjugado, que también es un anticuerpo especifico frente a hCG que se busca, esta marcado con oro

coloidal que también fluye por la membrana, es retenido por el Ag en la linea de reaccioén y por el anticuerpo
en la linea control.

2. TEORIA

Cuando un haz de luz (o fotones) incide en una muestra de materia difusa se produce en la regién
de contacto los fenédmenos fisicos de reflexion, esparcimiento y absorcién. Debido a que la luz no
puede penetrar del todo ya que el material es sélido y opaco, gran parte de la luz se refleja sobre la
superficie a analizar. La luz incidente reflejada simétricamente con respecto a una linea imaginaria
perpendicular a la superficie es llamada reflexion especular, mientras que la luz incidente esparcida
en diferentes direcciones es llamada reflexiéon difusa. La suma de la luz reflejada especular mas la
reflejada difusamente se llama reflectancia total como se muestra en la figura 2.

0
Reflexion Reflexion Reflexion
especular difusa mixta

Figura 2.- Reflexion especular, difusa y mixta.
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Figura 3.- Al interaccionar la luz con una muestra de materia, la luz reflejada de manera difusa lleva
informacién de la muestra.
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Cuando la luz incide sobre una muestra de materia, una cierta cantidad de los fotones puede
transmitirse a través de la muestra y el resto es reflejado, o absorbido por algunos enlaces
covalentes que actuan como resortes oscilantes que se acoplan con la frecuencia o longitud de
onda exacta de la radiacién incidente luminosa, como muestra la figura 3. La absorcién es selectiva
y depende de los grupos moleculares involucrados. Asi, la absorcién de luz se estima por
diferencia entre la luz incidente Liy la reflejada Lr o transmitida Lt. Cuando se trabaja en el modo
de reflexion, se utiliza una muestra lo suficientemente opaca para que la transmision (Lt) sea igual
a cero, calculandose la absorcién de luz por la diferencia

L, =L;—L; ec. (1)

En términos mas rigurosos, la energia total reflejada por una muestra, es la suma de la reflexion
especular (superficial) mas la reflexién difusa, que es aquella temporalmente absorbida y luego re-
emitida por la muestra, sélo esta ultima forma de luz entrega informacion util acerca de la
naturaleza o composicién de la muestra. Es decir la luz reflejada de manera difusa ya lleva
informacion de la muestra, porque es reflejada después de interaccionar con las moléculas que
componen la superficie de ésta. Esto es bastante util porque nos permite obtener el espectro de
absorcién de la muestra iluminada, siempre que esta luz reflejada difusa sea enviada a un
espectrometro. Para obtener los espectros de reflectancia difusa de éste trabajo, se emplea un
espectrometro de la empresa Ocean Optic’s modelo USB-4000 (345nm - 1100nm) conectado a
una computadora por medio de un puerto USB y controlado por el software Spectrasuite, que a su
vez se conecta a una fuente de luz de tungsteno-halégeno modelo HL-2000 (360nm - 2000nm) por
medio de una sonda bifurcada con 7 fibras opticas, como se muestra en la figura 4.

Espectrometro

Computadora

Lampara de

tungsteno-halogeno
Punta de
prueba

Estandar de
Referencia Cassette prueba hCG

Figura 4.- Equipo empleado en la caracterizacion.

El software Spectrasuite en la opcién de reflectancia difusa, se trabaja dentro del rango del
espectro visible al infrarrojo cercano (350nm a 1000nm), y utiliza la siguiente ecuacién para
obtener las curvas de reflectancia [3]:

Sp—Dj
Rp—D;

Ry = X 100% ec. (2)

en donde S; es la intensidad de la muestra a cierta longitud de onda, D, es la intensidad del
espectro oscuro y R; es la intensidad de la referencia utilizada.



-
=

coNACYT

CONGRESO
NACIONAL DE ] 6_ ] 8
TECNOLOGIA
APLICADA A junNnio2016
CIENCIAS DE tjlnfdad de Seminarios, BUAP
LA SA LUD

“GENERACION DE NUEVAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO ¥ TRATAMIENTO™

= -~ €X0-.

CENTRO.DE INVESTIGACIONES
€N OPTICA, AC-

2 cENEY I [ <Gosrv~

B caaeemi urge
& e BSessor

La adquisicion de los espectros se realiza mediante la punta de prueba, en donde uno de los
extremos que contiene 6 fibras se conecta a la fuente de luz y la envia hacia la muestra de
nitrocelulosa. La fibra optica restante que se encuentra en el centro de la punta de prueba,
recolecta una fraccion de la luz reflejada difusamente y la envia hacia la rejilla de difracciéon del
espectrometro, en donde es separada en longitudes de onda que pueden ir desde los 100nm a los
1100nm. La luz llega a un arreglo de fotodetectores que convierten las sefales épticas en sefales
eléctricas, y finalmente se convierten en sefales digitales que se envian a la computadora para su
procesamiento

3. PARTE EXPERIMENTAL

Después de calibrar el espectrometro con el estandar de referencia, colocamos un cassette de
prueba para la deteccién de la hCG sobre una superficie plana, y con una pipeta plastica
colocamos 4 gotas de orina (paciente con 27 semanas de gestacion) en un orificio circular “S”
donde se debe colocar la muestra. Esperamos a que el liquido se desplace hasta que se colorean
las bandas de control y/o tester, esta Ultima indica si la muestra de orina es positiva (embarazo).

Figura 4.- En el arreglo experimental se tiene la fuente de luz blanca que es enviada a través de la sonda con
6 fibras Opticas hacia el cassette de la prueba de embarazo. La luz pasa a través del material y regresa por
reflectancia difusa hacia la fibra que se encuentra en el centro de la sonda.

Después colocamos el cartucho en el arreglo experimental (fig. 4a) y colocamos la punta de la
sonda a una distancia aproximada de 4mm, sobre la tira reactiva para obtener una sefial con el
espectrometro. Se toman sefales en la linea de prueba o tester (fig. 4b), después se coloca la
punta de la sonda en la zona blanca de referencia (fig. 4c) y en la linea de control (fig. 4d). En la
grafica de la figura 5a), se observa que hay una diferencia entre sefiales de reflectancia, por lo que
existe una parte de la luz que es absorbida por las lineas de prueba y control. Como puede
observarse, estas sefiales son muy similares, pero ahora, los espectros que necesitamos son los
de referencia y tester (fig. 5 b).

Siguiendo el mismo procedimiento, se obtuvieron los espectros de reflectancia difusa (usando orina
de una paciente no embarazada) para una prueba de embarazo que resulta negativa, en donde las
sefales de referencia y tester son casi iguales y unicamente se absorbe luz en la linea de control
(fig. 6 a).
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Figura 5.- Espectros de reflectancia difusa de prueba de embarazo positiva.
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Figura 6.- Espectros de reflectancia difusa de prueba de embarazo negativa.

4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Para verificar que la muestra de orina y la prueba de embarazo son negativas, se utilizan cinco
muestras para obtener sus respectivas sefales, cuyos espectros de reflectancia difusa se
muestran en la figura 6 b). Para las pruebas negativas, si el espectro de referencia y el tester son
semejantes, se determina el hecho de no estar embarazada dado que la linea tester no hace
reaccion. Esto es debido a que no hay presencia de hCG y posee una composicién similar (orina-
nitrocelulosa) a la de referencia. El espectro que aporta informacién sobre la presencia o no de la
hCG es el de tester, por lo que se realiz6 la caracterizacion para 25 pruebas de embarazo, de las
cuales 24 corroboraron un resultado positivo, mientras que sélo una prueba resulté ser no-valida.
Como se trata de pruebas cualitativas, unicamente se muestran los 2 espectros de reflectancia
maximos, los 2 minimos y la prueba no-valida (fig. 7). En esta grafica podemos observar que existe
un intervalo de longitudes de onda aproximado de 600 nm a 760 nm en donde se muestra la
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misma absorcion debido a la composiciéon similar de orina-nitrocelulosa, tanto para las pruebas
positivas como negativas. También se observa un intervalo de mayor absorcién (500nm a 575nm)
y otro intervalo que va de 790 nm a 1000 nm, en donde se tiene una maxima reflexion. Las
longitudes de onda de maxima absorcion estan en 529.20 nm, 529.82 nm y 532.88 nm (fig. 7).

Reflectancia Difusa (%)

250 4

— 10 tester_max
—— 16 tester_max
—— 1 tester_min
—— 2 tester_min
—— 18 tester_No valida

T T T 1
600 700 800 900 1000
Longitud de Onda (nm)

Figura 7.- Espectros de reflectancia para pruebas positivas y prueba no vélida.

Para visualizar la banda de absorcion estimada, se realizd6 una operacién de sustraccion de los
espectros de referencia y tester, con lo que se corrobora la presencia de las nanoparticulas de oro.
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Figura 8.- Sustraccion de los Espectros de reflectancia de referencia — tester.
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Las pruebas de embarazo cualitativas muestran que la nitrocelulosa de las pruebas de embarazo
contienen nanoparticulas de oro, éstas particulas estarian en un rango de 80nm (£5 nm), segun los
datos reportados en la literatura [4], en los obtenidos en la caracterizacion y comparando las
longitudes de onda con el valor indicado en hojas de datos.
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