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GLOSARIO

DAQ: Tarjeta de adquisicién de datos (data acquisition) Tarjeta para digitalizar

senales electronicas y trasmitirlas a un PC.

SPOT: Foco de luz potente, directa y con un haz luminoso de anchura controlable

que se utiliza en fotografia, cine, teatro, etc., para iluminar una zona pequefa.

Botén de ADN: Cantidad de ADN precipitada en el proceso de extraccion.

Enfermedad autoinmune: Es una enfermedad caracterizada por accién de los
efectores inmunoldgicos hacia componentes de la propia biologia corporal Es decir
que el sistema inmunitario se convierte en el agresor y ataca a partes del cuerpo
en vez de protegerlo. Existe una respuesta inmune exagerada contra sustancias y
tejidos que normalmente estan presentes en el cuerpo. Las causas son todavia

desconocidas y son probablemente el resultado de multiples circunstancias.

CHELEX: Es una resina cargada negativamente que se une a diferentes

compuestos de la sangre como las proteinas.

Sub VI: Sub rutinas o programas que componen el programa principal en Lab

View.

PCR: siglas en ingles de Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la

polimerasa).

Plataforma de desarrollo: En informatica, es el entorno de software comun en el

cual se desenvuelve la programacién de un grupo definido de aplicaciones.



Trimer: Potenciometro de precision.



RESUMEN

En este trabajo se presenta el disefio y construccion de un sistema optico
acoplado a computador mediante un puerto serial, que permite la deteccion y
cuantificacion de ADN en sangre, utilizando los principios basicos de la

espectrofotometria UV-Visible.

El propésito del equipo construido es determinar los niveles de ADN en sangre
humana usando una fuente de luz centrada en 600 nm (color naranja) y un
colorante de difenilamina. La luz es acoplada mediante elementos épticos de
colimacién para iluminar de manera uniforme un divisor de haz. El sistema de
deteccién esta dotado de dos fotodetectores a partir de los cuales, e
involucrando una etapa de electrénica convencional, se realiza el registro en un
PC.

El instrumento estd basado en los principios de: Optica geométrica,
espectrofotometria, electronica digital, comunicacion serial e instrumentacion
virtual. Para fines practicos se divide en una etapa 6ptica, una etapa electrénica

y una etapa de procesamiento de datos.

Para la validacion del funcionamiento del equipo se compararon sus resultados
con los similares obtenidos por un instrumento de ultima generacion adquirido

por el laboratorio de genética humana de la Universidad del Cauca.

La importancia de detectar y cuantificar los niveles de ADN en sangre de
personas sanas y enfermas va enfocada a realizar las comparaciones para
entender las alteraciones que ocurren en la concentracion de ADN en
presencia de enfermedades u otros factores, con miras a obtener ayudas en
diagndsticos y prondsticos terapéuticos en enfermedades tan complejas como

el cancer e infecciones cronicas, entre otras.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

En el afo 2005, el grupo de inmunologia de la Universidad del Cauca plante6
un proyecto de investigacion alrededor de la relacidn entre la concentracion de
ADN con enfermedades auto-inmunes. EI grupo GIOPAD tuvo conocimiento
del proyecto. Debido a las posibilidades que brinda la fisica en el campo de la
bio-Optica, se propuso el disefio y construccion de un sistema oOptico para la

medicion de concentracion de ADN.

El grupo de inmunologia sometié el proyecto a convocatoria abierta por
Coilciencias buscando asi, cubrir los rubros que involucraba el proyecto. No
obstante el proyecto no fue aprobado. Sin embargo el interés en desarrollar el

proyecto continué debido a su gran impacto cientifico y social.

Alrededor del mundo se han realizado estudios en los cuales se evidencia una
estrecha relacion entre los niveles de ADN presentes en la sangre y el
padecimiento de alguna enfermedad como el cancer. En la actualidad en
nuestro pais, hay pocos estudios realizados para determinar la relacion entre

enfermedad y la concentracion de ADN en la sangre.

En los tejidos la proliferacion celular se incrementa con la activacion del
organo. El caso mas didactico es el sistema inmune y la hemopdyesis que
experimenta proliferaciéon y regulacion constante de sus poblaciones. Al
activarse el sistema inmune por antigenos, infecciones y enfermedades auto-
inmunes; se incrementa exponencialmente el niumero de células. Una vez
desactivado el sistema inmune hay apdptosis masiva de inmunocitos para

volver al estado inicial. Otras situaciones donde hay gran proliferacion celular o



actividad mitética son el embarazo, trauma y otras situaciones como el

ejercicio’.

Debido a todas las situaciones expuestas anteriormente donde se ha
demostrado que la concentracion de ADN aumenta cuando hay presencia de
tumores, enfermedades y otras circunstancias, es viable utilizar la
cuantificacion de ADN en la sangre para el diagndstico temprano de estas.
Ademas, cabe la posibilidad de llevar un control, de como un paciente
reacciona a un tratamiento verificando periddicamente el aumento o

disminucioén de la concentracion de ADN.

El diagndstico de las entidades virales es uno de los mayores retos a los que
se enfrenta la medicina actual, particularmente en paises como Colombia
donde el diagndstico viral se hace de manera empirica. Durante las ultimas
décadas, el desarrollo progresivo de nuevas y mejores herramientas para
evidenciar las causas de tipo viral, ha hecho posible que estas entidades se
puedan descubrir y estudiar no so6lo a nivel de laboratorios clinicos

especializados, sino también en los basicos.

Un laboratorio clinico eficiente debe contar con equipos y recursos necesarios
para la atencion oportuna y eficiente de los pacientes. La deteccién de niveles
de ADN puede utilizarse para la validacion de métodos de extracciéon de ADN
en laboratorios de biologia molecular, inmunologia y genética. Esta validacion
permite asegurar la efectividad y precision de los procesos llevados a cabo en
estos laboratorios, mostrando confiabilidad en sus resultados y puede ser
indicativo de anormalidades como diferentes tipos de cancer y enfermedades
auto-inmunes, para lo cual, se utilizan normalmente kits comerciales de un
costo elevado, lo que limita el uso de la técnica a laboratorios de altos recursos.
En muchas regiones de nuestro pais, se carece de equipos para diagnosticos y

la mayoria de las pruebas de laboratorio se realizan en forma cualitativa, con

! CURTIS, Helena. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Médica Panamericana, 2000.



base en los sentidos y en la experiencia. Por tanto, se hace evidente, la
necesidad de desarrollar nuevas técnicas y equipos para la deteccion de ADN.

Para impulsar la investigacion de nuevos métodos de diagndstico y
tratamiento es necesario contar con equipos precisos y confiables
especializados en la medicion de fendmenos biologicos. Por esta razon se vio
la necesidad de construir un sistema capaz de detectar y cuantificar niveles de
ADN en la sangre, con el propésito de apoyar y fomentar investigaciones
enfocadas en encontrar la relacion entre concentracion de ADN vy

enfermedades asociadas.

El desarrollo del trabajo involucra varios aspectos tecnoldgicos, entre ellos, la
Optica refractiva, mecanismos de control, electronica y software computacional,
conjugando diferentes campos de la fisica, la medicina y la ingenieria, como

una aplicacién a nivel de laboratorio cientifico.

Este proyecto es una ayuda para analizar el ADN en sangre, se desarrollara la
tecnologia para medir la concentracion de ADN, potencialmente util, para
investigaciones mas minuciosas, como el analisis de fragmentos individuales
presentes en el ADN, los inmundlogos podran investigar la relacion entre ADN
y anticuerpos anti-DNA o buscar vacunas para prevenir el cancer,

enfermedades auto-inmunes, etc.

Los resultados de este proyecto pueden ayudar a el diagndstico temprano de
enfermedades de tipo viral y tumoral para un tratamiento anticipado de estas
enfermedades pudiendo en algunos casos llegar a la curacidon del paciente,
capacitara a sus ejecutores para afrontar otros problemas de tipo ingenieril, con
el animo de ir abordando y apropiando un pensamiento cientifico en forma
paralela a los avances tecnoldgicos actuales. Finalmente el proyecto brinda la
posibilidad de realizar aportes y soluciones a tecnologias relativamente
costosas, como son; la PCR en tiempo real y la electroforesis, con un soporte

cientifico apropiado.



El objetivo central del proyecto fue Disefiar y construir un sistema 6ptico para la
deteccion y cuantificacion de niveles de ADN en sangre humana. Para ello se

hizo necesario cumplir una serie de objetivos especificos, tales como:

» Disefar un sistema oOptico como solucion primaria a la deteccion de
niveles de ADN

» Construir los sistemas de acondicionamiento y las interfaces necesarias
para el registro de concentracién de ADN en un ordenador.

» Disenar un software para el tratamiento de los datos registrados con la
concentracion de ADN en el ordenador.

» Calibrar el sistema de medida mediante la comparacion con patrones
conocidos de resultados obtenidos a partir de instrumentacion

biomédica.

La estructura del documento se desarrolla de forma coherente con los términos
y procesos que se presentaron durante el desarrollo de la investigacion. Para
tal fin el capitulo 2 “Alteraciones en la concentracion de ADN” es dedicado a
una revision tedrica sobre los conceptos de la estructura molecular del ADN,
su interaccion con la radiacion electromagnética y métodos de cuantificacion de
la concentracion de ADN.

Fg 1]

En el capitulo 3 “Espectrofotometria” describe las bases teoricas de esta
técnica de medicion siguiendo la ley de Lambert-Bourguer-Beer y su

instrumentacion.

El capitulo 4 “Disefio del espectrofotometro” se dedica a describir el proceso
de disefio de un espectrofotdmetro especializado en la medicion de
concentracion de ADN en sangre, como resultado de este disefio se llega al

diserno de un fotocolorimetro centrado en 600 nm.



En el capitulo 5 “Construccion y calibracion” se describe la implementacién
del disefio obtenido en el capitulo 4 y su correspondiente calibracion para

obtener una medida de concentracion de ADN confiable desplegada en un PC.
En el capitulo 6 “Resultados y andlisis” brinda un analisis y discusion de los
resultados obtenidos por el fotocolorimetro implementado, comparandolos con
un instrumento especializado en la medicion de parametros biomédicos como
concentracion de ADN, concentracion de proteinas entre otros.

Finalmente, se reportan las conclusiones.

El manual del uso del equipo se encuentra en el Anexo A

En el Anexo B se presentan recomendaciones para trabajos futuros en la

implementacion de este tipo de equipos.



CAPITULO 2: REVISION TEORICA I:
ALTERACIONES EN LA CONCENTRACION DE
ADN

La informacion genética que determina la enorme variedad de moléculas de
proteinas que se encuentran en los organismos esta codificada en los acidos
nucleicos. La informacién contenida en los acidos nucleicos se transcribe y
luego se traduce a las proteinas. Son las proteinas las moléculas que

finalmente ejecutaran las “instrucciones” codificadas en los acidos nucleicos?.

Figura 2.1. Esquema de un nucledtido

o
qN/ SN —H
‘?’  Base
'C"—P_O'—CH_ 0 nitrogenada
1
0 H H
Grupo H H
fosfato
OH OH
Aziear

Tomado de CURTIS, Helena. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Médica Panamericana
S.A. 2000.

2 CURTIS, Helena. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Médica Panamericana, 2000



Asi como las proteinas estan formadas por cadenas largas de aminoacidos, los
acidos nucleicos estan formados por cadenas largas de nucledtidos. Un
nucledtido, sin embargo, es una molécula mas compleja que un aminoacido.
Estd formado por tres subunidades: un grupo fosfato, un azucar de cinco
carbonos y una base nitrogenada. En sus anillos hay enlaces dobles
conjugados con sencillos (figura 2.1.), lo que hace que absorban la luz

ultravioleta, UV (ver capitulo 3).

El grupo fosfato le confiere al Acido Desoxirribonucleico (ADN) polaridad.
Dos nucledtidos se unen entre si a través de puentes de hidrégeno, dos entre

adenina y timina y tres entre citosina y guanina, para el caso del ADN.

No se conoce el origen o el significado del incremento o decremento de la
concentracion de ADN en la sangre, una hipotesis se basa en afirmar en que

es el resultado de los procesos de generacién y destruccion celular.

El niumero celular de un tejido es casi siempre el mismo, no obstante sufre dos
tipos de alteraciones: transitoria (por situaciones fisiolégicas) y constante (por
enfermedades). El numero de células y el contenido de ADN tisular (de tejidos)
dependen del equilibrio critico entre proliferacion y destruccion celular
(hematopoyesis y necrosis-apoptosis). Durante la proliferacion celular una
célula genera células hijas, duplicando su ADN, lo que incrementa la cantidad
de ADN en los tejidos. El proceso de proliferacion celular es dinamico y su
velocidad depende de la clase de tejido y de las situaciones fisiolégicas
normales y anormales. Los procesos de proliferacion celular son
contrarrestados por la desaparicion de células por necrosis o apoéptosis,
llevando a un equilibrio constante en el numero de células de un tejido. Si la
proliferacion es acelerada o desordenada origina tumores benignos y/o
malignos, si la muerte celular es incrementada, ocurre las fibrosis y atrofia de

érganos (degeneracion)®.

¥ CURTIS, Helena. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Médica Panamericana, 2000



Ademas de la degeneracion celular ha sido ampliamente estudiado el efecto de
la radiacién ultravioleta, RUV sobre la piel. El grado en que pueden darse los
efectos de esta radiacion sobre la piel depende tanto de la sensibilidad a ella
como de la naturaleza, intensidad y duracién de exposicion a la radiacion.
Cuanto mas expuestos estén la piel y los ojos a la RUV, mas se incrementa el
riesgo de enfermedades tales como inflamacion de la cornea y/o conjuntivitis,
dafios en la retina, cataratas, envejecimiento prematuro de la piel y tumores

cutaneos.

La piel contiene moléculas especificas conocidas como cromoforos que al
absorber la RUV vy la radiacion visible, protegen la piel de los efectos bioldgicos
nocivos. Estas moléculas tienen un espectro de absorcion caracteristico que
depende de su estructura molecular. Los cromoéforos son "energizados" por
absorcion de radiacion llevando a una reorganizacion molecular y/o a una
accion con las moléculas vecinas (reacciones fotoquimicas). Por tanto, ninguna
reaccion fotoquimica tiene lugar en la piel si la longitud de onda a la que es
expuesta la persona no es especificamente absorbida por los croméforos de la
piel. La piel posee cromoforos enddgenos normales o fisiolégicos como son el
ADN, las proteinas que contienen gran cantidad de aminoacidos aromaticos,
los esteroles, los liposomas que dan lugar a reacciones cutaneas obligatorias,
las porfirinas y el acido urocanico en el estrato corneo. La melanina es un
absorbente de la radiacion luminica y es el recurso fundamental de proteccién
al dano. Al absorber el fotdn, la melanina es llevada a un estado excitado, que
al decaer perdera energia en forma de calor. No obstante, algunas de las
moléculas involucradas en la actividad de excitacién desempefan un papel en
el dano celular, por lo que en las quemaduras solares las células tienen alto
contenido de melanina, produciendo dafio celular. Ademas existen también los
cromoforos anormales o fotosensibilizadores que pueden llevar a
consecuencias no esperadas, como mutaciones. La RUV tiene accion casi
directa sobre carcinogénesis, incrementando la sensibilidad al cancer de la
persona expuesta, por otro lado, la luz visible y la infrarroja (RIR) se encargan

de propagar el efecto sobra todas las células. Por lo anterior, se afirma que la



RUV tiene papel inductor mientras que la luz visible y la RIR tiene un efecto

promotor en lo que se refiere a la carcinogénesis“.

Debido a todas las situaciones expuestas anteriormente y conociendo que la
concentracion de ADN aumenta cuando hay presencia de tumores,
enfermedades y otras circunstancias, es viable utilizar la cuantificacion de ADN
en la sangre para el diagnostico temprano de enfermedades. La cuantificaciéon
ademas posibilitaria llevar un control de como un paciente reacciona a un
tratamiento, verificando periédicamente el aumento o disminucién de la

concentracion de ADN.

2.1 METODOS DE CUANTIFICACION DE ADN

Los principales métodos de cuantificacion de ADN son; Citometria de flujo,
PCR en tiempo real, Espectrofotometria y Electroforesis, los cuales han sido
utilizados en diferentes estudios, dependiendo de la necesidad o la
accesibilidad de los equipos, por ejemplo:

e En los estudios publicados en 1993 por A. Brugarolas y F.J. Pardo
Mindan, utilizaron la citometria de flujo para medir como aumenta el
indice de ADN en el crecimiento de tumores®.

e Los autores Diniz Freitas, et al®. también utilizaron la técnica de

Citometria de flujo para obtener el aumento del area del nucleo celular.

Las técnicas mencionadas, ademas de cuantificar el ADN también permiten
observar la forma de la célula como factor determinante en cada estudio, por

ejemplo:

*VALDIVIA BONET Luis. Fotobiologia Cutanea: Generalidades.En: Revista Peruana de
Dermatologia, Vol. 12, No 2 (2002).

> A. BRUGAROLAS. Aplicacion de la citofluorometria a los tumores sélidos para medida del
ADN y fase S. En: Medicina Clinica, Vol. 101, No. 19. (1993) p 750-756.

® DINIZ-FREITAS M, GARCIA-GARCIA A, CRESPO-ABELLEIRA A, MARTINS-CARNEIRo JL,

GANDARA-REY JM. Aplicaciones de la citologia exfoliativa en el diagnéstico del cancer oral.
En: Medicina Oral, Vol.9. (2004) p.355-61.
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e M. J. Garrido, et al.” han utilizado la técnica de espectrofotometria de UV
- visible para cualificar la calidad del ADN en el proceso de purificacion

del mismo.

El indicativo de calidad del proceso es la razén entre la cantidad de ADN y de

proteinas, por lo cual se requiere de la cuantificacién de ambos, asi:

e Gilead Sciences publico en el 2002 un articulo del estudio realizado en
Atenas por el doctor Stephanos Hadziyannis, donde cuantificé el ADN de
la hepatitis B con el fin de observar como disminuia la concentracién del
mismo con el uso de un farmaco llamado Adefovir Dipivoxil 8.

e Luz Aurora Martinez Contreras en su tesis de maestria “Tipos de
Papilomavirus de alto riesgo circulantes en mujeres de San Luis de
Potosi y Guanajuato”, presentada en el afno 2005, utilizé la técnica de
RT-PCR para la cuantificacion de ADN9.

e En la revista Fitotecnia Mexicana aparecié en el aino 2005 el articulo
“Diversidad genética en poblaciones de Manzano de Queretano, México,
revelada por marcadores RAPD” en el cual la cuantificaciéon de ADN se
realizé mediante Electroforesis en gel agarosa 0.8%. Los resultados se
compararon con un gel patrbn con concentraciones conocidas de
ADN10.

A seguir se hara una breve descripcion de cada una de las técnicas utilizadas

en los ejemplos citados.

" GARRIDO M. J. Purificacion y serologia del virus del mosaico enanizante del maiz - raza
venezolana. En: Agronomia Trop. Vol. 43, No 3, (1993). p 87-106.

8STEPHANOS Hadziyannis. The New England Journal of Medicine. Web:
<http://www.accesomedia.com/display_release.htm|?id=10296>

® MARTINEZ CONTRERAS Luz Aurora Tipos de Papilomavirus de alto riesgo circulantes en
mujeres de San Luis de Potosi y Guanajuato. Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
tecnologia, A.C. México. (2005)

10 GONZALES HORTA Azucena. En: Fitotecnia Mexicana, Vol. 28, No. 002, (2005).
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2.1.1 Citometria de flujo

Es un método analitico por el que se mide la emision de multiples
fluorescencias y la dispersion de luz por células o particulas microscépicas,
alineadas mediante una corriente liquida laminar, cuando son presentadas de
una en una y a gran velocidad (hasta miles de células/segundo) frente a un haz

de luz laser de longitud de onda adecuada.

Para cuantificar la concentracion de ADN con la técnica de citometria de flujo
se utilizan colorantes para ADN con el fin de incrementar su fluorescencia tras
su union al acido nucleico. La cantidad de colorante unido es proporcional a la
cantidad de ADN, y por tanto la luz recogida en el citdmetro es proporcional a la

cantidad de ADN de cada célula®’.

21.2 RT-PCR

Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR por sus siglas en ingles
("Polymerase Chain Reaction"), es una técnica que fue desarrollada por Kary
Mullis a mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en
el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se
basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar
una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus unicos
requerimientos son que existan nucledtidos en el medio, que son la materia
base para fabricar el ADN (los nucledtidos de adenina, timina, citosina y
guanina), y que exista una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la
molécula que se quiere copiar, para que sirva como cebadora (el cebador, en
inglés "primer").

La RT-PCR 6 PCR cuantitativa es una variante de la PCR utilizada por Mullis,
dando la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacion de un genoma

de interés. Para llevar a cabo esta deteccion existen varios métodos pero casi

1 CONNOR Enrique. Web: <http//: www.uv.es/oconnor/medicina/Citometria%20AB.ppt>
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todos basados en la utilizacion de otro fragmento de ADN (sonda)
complementario a una parte intermedia del ADN que se requiere amplificar.
Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe
esta fluorescencia ("quencher"), de tal forma que sélo cuando la sonda es
desplazada de su sitio por accion de la ADN polimerasa la molécula
fluorescente se libera de la accion del "quencher" y emite fluorescencia al ser
iluminada con un laser. La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante
cada ciclo de la PCR sera proporcional a la cantidad de ADN que se esta
amplificando. En general para que sea valida esta técnica requiere realizar en
paralelo una curva patron en las mismas condiciones para conocer la cantidad

total de ADN que se esta amplificando ™.

2.1.3 Electroforesis

Es una técnica para la separacion de moléculas (proteinas o acidos nucleicos)
sobre la base de su tamano molecular y carga eléctrica. Los acidos nucleicos
ya disponen de una carga eléctrica negativa, que los dirigira al polo positivo,
mientras que las proteinas se cargan con sustancias como el SDS
(amortriguador) que incorpora cargas negativas de una manera dependiente
del peso molecular. Para la separacion se usa un gel de agarosa o
poliacrilamida (fibras cruzadas, como una malla). Al poner la mezcla de
moléculas y aplicar un campo eléctrico, éstas se moveran y deberan ir pasando
por la malla, por la que las pequefias se moveran mejor y mas rapidamente.
Asi las mas pequefias y livianas avanzaran mas y las mas grandes quedaran

cerca del lugar de partida.

En este método la estimacién se realiza contrastando intensidades de luz entre
las muestras, lo cual se realiza visualmente o con el auxilio de algun programa

computacional que contraste intensidades de color'®.

12CULTEK,S.L. Web<http://www.cultek.com/aplicaciones.asp?P=Aplicacion_ QPCR&opc=introd
uccion>

13 Web :< http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis.>
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2.1.4 Espectrofotometria

La medida de absorbancia de una muestra expuesta a radiacion UV puede
relacionarse con la concentracién de la muestra en estudio por medio de la ley
Optica Lambert-Beer. Como se dijo anteriormente, dado que el ADN es una
sustancia polar y en sus anillos hay enlaces dobles conjugados con sencillos,
absorbe la luz ultravioleta, por lo tanto, es posible tener una medida de la
concentracion de ADN en una muestra por medio de la medida de absorbancia
de UV™.

La espectrofometria es el método de analisis Optico mas usado en las
investigaciones bioldgicas. El espectrofotometro es un instrumento que permite
comparar la radiacion absorbida o transmitida por una solucién que contiene
una cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad conocida

de la misma sustancia.

Las ventajas de esta técnica con respecto a las anteriores son; realiza las
medidas de forma directa, no implica altos costos, es una técnica muy precisa y
sencilla de utilizar. Por estas razones, la técnica de espectrofotometria fue la
elegida para el desarrollo del instrumento 6ptico utilizado en este trabajo. Las

bases tedricas de la técnica seran ampliadas en el capitulo 3.

4 CURTIS, Helena. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Médica Panamericana, 2000
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CAPITULO 3: REVISION TEORICA I
ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria se refiere a los métodos cuantitativos de analisis quimico
que utilizan la luz para medir la concentracién de las sustancias quimicas. Se
conocen como métodos espectrofotométricos y segun sea la radiacion utilizada

se dividen en:

e Espectrofotometria de absorcidn visible (colorimetria),
e Ultravioleta

¢ Infrarroja.

A continuacion se clasificaran los principales tipos de espectrofotometria segun
la interaccién luz-molécula (emisién o absorcidén) y segun la zona del espectro

en la que se trabaja’.

3.1 ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

La luz se puede definir como un conjunto de radiaciones electromagnéticas
que se propagan en el espacio. Estas radiaciones se pueden describir como
particulas o como ondas. Al hacer la descripcion de la luz como una onda esta
se basa en campos eléctricos y magnéticos que oscilan perpendicularmente a

la direccion de traslacion por el espacio dando lugar a ondas transversales.

La radiacion electromagnética se define mediante dos parametros:

1 BREGMAN, Allyn. Laboratory investigations in cell and molecular biology. 3 ed. Nueva York:
John Wiley. 1996.
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a) la longitud de onda (L) que es la distancia recorrida por un ciclo de onda
completo, de cresta a cresta.
b) la frecuencia (v) que es el numero de oscilaciones completas que realiza la

onda en unidad de tiempo.

Cuando las ondas electromagnéticas se organizan de acuerdo con su
frecuencia o su longitud de onda, la disposicion ordenada se llama espectro
electromagnético. No existen divisiones o limites estrictos para separar una
region de la otra en el espectro electromagnético. Los limites son arbitrarios y
se han escogido de acuerdo con la instrumentacién utilizada para su
medicién'®.

En la figura siguiente, se muestran las zonas del espectro.

Figura 3.1. Espectro de radiacion electromagnética.
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Tomado de Web:
<http://www.forest.ula.ve/~rubenhg/ecofisiologia/imagenes/espectro_electroma

gn%25E9tico.jpg>

8 OLSEN D, Eugene. Métodos 6pticos de analisis. Barcelona: Reverté. 1986.
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. La region de los rayos gamma considera las radiaciones con longitudes
de onda menores que 0.01nm.

. La regidn de los rayos X cubre aproximadamente desde 0.01nm hasta
10nm.
. La region del ultravioleta lejano cubre desde 10nm hasta 200nm y el

ultravioleta cercano desde 200nm hasta 380 nm.

. La region del visible es la porcion del espectro a la que el ojo humano es
sensible, ocupa una banda delgada que se extiende generalmente desde
380nm hasta 780nm. Las longitudes de ondas mas cortas del espectro visible
corresponden a la luz violeta y la mas larga a la luz roja y entre estos extremos

se encuentran todos los colores.

. La region del infrarrojo cubre desde 750nm hasta 10°nm.
. La region de los microondas se extiende desde 10°nm hasta 3 x 10'nm.
. Las ondas de radio cubren radiaciones de longitudes de onda desde 3 x

10’nm o mayores.

3.2 ABSORCION Y EMISION DE RADIACION POR PARTE DE LA MATERIA
Cuando una molécula absorbe un fotéon, su energia interna aumenta y el atomo
0 molécula pasa a un estado inestable, por lo que rapidamente vuelve a liberar
esa energia “sobrante” y vuelve a su estado inicial en el cual tiene mayor
estabilidad. El estado de mas baja energia interna posible se denomina estado
fundamental y el estado mas energético se llama estado excitado. La absorcion
de radiacion produce un paso del estado fundamental al excitado (excitacion) y
en el proceso contrario (relajacién) hay una liberacion de energia. Este ultimo

proceso de desprendimiento de radiacion se llama emision. Estos procesos se
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pueden representar como una reaccidn quimica y en un diagrama de energia

(ver figura 3.2).

Figura 3.2. Representacion de los procesos de absorcion y emisiéon en los

niveles de energia.
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Tomado de OLSEN D, Eugene. Métodos o6pticos de analisis. Barcelona:
Reverté. 1986.

Donde,
M Materia en estado fundamental.
hv Energia de radiacion.

M* Materia en estado excitado.

Cuando una molécula absorbe una radiacion electromagnética, el aumento en
el nivel energético interno de la molécula produce unos cambios en los enlaces
intramoleculares y/o en el movimiento de los electrones en la estructura de la
nube electrénica. Estos cambios se llaman transiciones y se clasifican en tres

tipos segun la energia requerida, de mayor a menor:
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Tabla 3.1. Transiciones energéticas en la materia.

TIPO DE TRANSICION INTERACCION ENTRE
Electrénicas. Atomos
Vibraciones Moléculas o iones
Rotacionales Moléculas o lones

Tomado de OLSEN D, Eugene. Métodos O&pticos de analisis. Barcelona:
Reverté. 1986.

Las radiaciones mas energéticas ocurren en las regiones de menor longitud
(ultravioleta - luz visible), estas radiaciones comunican suficiente energia como
para alterar el movimiento orbital de los electrones, tanto alrededor de un
atomo solo como de los orbitales de enlace entre dos atomos. Las radiaciones
menos energéticas (infrarrojo) producen cambios en los movimientos de

vibracion y rotacién de la molécula.

Para realizar la identificacion de una sustancia, generalmente se hace incidir
radiaciones electromagnéticas de diferente energia. Normalmente se estudia
un rango de radiaciones y se va aumentando (o disminuyendo) la longitud de
onda de las radiaciones incidentes desde un extremo del rango hasta el
extremo opuesto. Asi se obtiene un espectro de absorcion de la sustancia,

que se puede representar graficamente'” (ver figura 3.3).

Los picos que se obtienen en un espectro corresponden aproximadamente a
las transiciones energéticas de un enlace molecular, por lo tanto el espectro es
unico de cada molécula. Si se tiene el espectro de absorcion de una molécula

se puede identificar esta con bastante precision.

17 OLSEN D, Eugene. Métodos 6pticos de analisis. Barcelona: Reverté. 1986.
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Figura 3.3. Espectro de absorcion ultravioleta de una preparacion del virus del

mosaico enanizante del maiz-raza V [4].
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Tomado de M. J. Garrido, Purificacidon y serologia del virus del mosaico
enanizante del maiz - raza venezolana Web: http:// www_redpav-
fpolar_info_ve-agrotrop-v43 3-4-v433f104_qif.htm, (1993).

3.3 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION MOLECULAR
ULTRAVIOLETA - VISIBLE (UV- VISIBLE)

La espectrofotometria de UV - Visible en un método espectroscépico trabaja en
el rango correspondiente a las regiones Ultravioleta (lejano: 10-200nm,
cercano: 200-400nm) y Visible. La espectrofotometria de absorcion en el
Ultravioleta —Visible (UV-Visible), se considera como una técnica analitica que
mide la cantidad de radiacién electromagnética absorbida por un compuesto a
una longitud de onda determinada dentro de este rango, siendo necesario
aplicar la teoria de absorcion, especificamente la ley de Bourguer-Lambert-

Beer '8,

18 SKOOG DOUGLAS. Principios de Andlisis Instrumental. 5 ed. Madrid: Mc Graw Hill. 2001.
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3.4 LEY DE BOURGUER- LAMBERT- BEER

Bourguer, Lambert y Beer, a través de sus observaciones establecieron
relaciones de la variacion de la intensidad de la luz transmitida por una muestra
con el espesor de ella o con la concentracion de la sustancia, para materiales
translucidos. Estas relaciones se conocen como la ley de Bourguer- Lambert-
Beer o ley general de la espectrofotometria que permite hallar la
concentracion de una especie quimica a partir de la medida de la intensidad de

la luz absorbida por la muestra.

Cuando una radiacién atraviesa una sustancia semitransparente, se transmite
parcialmente, es decir que parte se absorbe o se refleja dependiendo de la

sustancia y de la longitud de onda de la radiacion (ver figura 3.4)

Figura 3.4. Fendmenos de la interacciéon de la luz con una muestra de material:

reflexion, absorcion, transmision, esparcimiento y luminiscencia.

_ Muestra
Haz Incidente ] Haz Emergente
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Absorcidn
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—

;@

Esparcimiento y
luminiscencia

Esta ley se puede expresar en términos de potencia de luz o de intensidad de

luz, asumiendo luz monocromatica, como:
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:—: =107 (3.1)
Donde I; es la intensidad de la luz transmitida por la muestra, |, la intensidad
de luz que incide sobre la muestra y que proviene de la fuente, ¢ el coeficiente
de absortividad molar en unidades de M"'ecm™, b es al longitud de la trayectoria
del haz de luz a través de la muestra o el espesor de la celda en centimetros o

lo que se conoce como camino optico y ¢ es la concentracion de la muestra.

La relacion I;/ 1, se conoce como transmitancia, T, y es la medida primaria que
se realiza en los instrumentos para medir la absorcion de luz por parte de una
muestra. Considerando que el haz es de radiaciéon paralela y que incide

perpendicularmente sobre las superficies planas y paralelas de la muestra.

Si la relacion se expresa en forma porcentual, entonces se llama porcentaje de

transmitancia:

%T :100:—‘ (3.2)

(o]

La luz absorbida o absorbancia es |, — I; es decir la diferencia entre la
intensidad de la luz incidente y la transmitida después de pasar a traves de la
muestra. A veces se expresa la absorbancia en forma porcentual en funcién de
la transmitancia medida como,

Porcentaje de absorcion = (Tblanco - Tmuestra)* 100

Cuando se toma el logaritmo decimal negativo de la relacion | ¢/ I, entonces:

—Iog:—‘:—logT (3.3)

0
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logT ==logl, —logl, = A (3.4)

relacion que representa la cantidad de luz absorbida por la muestra. La

ecuacion (3.4) recibe el nombre de Absorbancia y se designa por A.

La ley de Bourguer- Lambert- Beer se puede entonces escribir de las siguientes

formas:
M _jg
lo
—logT = A=¢&bc

El coeficiente de absortividad molar & es funcion tanto de la longitud de onda
como del indice de refraccion de la solucion y es caracteristico de cada sistema
soluto-solvente. Es decir es una propiedad intensiva que no depende de la
concentracion de la sustancia y representa la absorcién de la luz por parte de

un mol de soluto para una longitud de onda dada.

Si no se conoce el peso molecular de la sustancia, la ley de Beer se puede
expresar como:
A=abc (3.6)

Donde a se denomina coeficiente de absortividad y sus unidades dependen de

las unidades de concentracién utilizadas, que pueden estar en g/L o g/mL.

El registro de la variacion del coeficiente de absortividad molar ¢ o de la
absorbancia A, o de la transmitancia T, en funcién de la longitud de onda da
origen a lo que se denomina “espectro” o curva espectral de una sustancia
quimica. En muchas ocasiones la curva espectral se presenta como
absorbancia vs longitud de onda y el espectro se denomina espectro de

absorcion, o en funcion de la transmitancia, espectro de transmision.
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De igual forma cuando se registra la emisiéon de radiacion en funcion de la
longitud de onda, los espectros se denominan espectros de emision, o

espectros de fluorescencia'®.

3.5 DESCRIPCION DEL SISTEMA OPTICO BASICO DE UN
ESPECTROFOTOMETRO
Los instrumentos para realizar medidas de absorcién de luz por parte de las

especies quimicas, constan basicamente de los siguientes componentes:

e La fuente de luz que emite la radiacion que posteriormente interactua
con la muestra. Si irradia luz en un intervalo amplio de longitudes de
onda, recibe el nombre de fuente continua. Si irradia luz solo en ciertas

longitudes de onda especificas, recibe el nombre de fuente de lineas.

e Un sistema que permite separar bandas de luz estrechas, o
monocromador, constituido por filtros, lentes, espejos, redes de

difraccion, prismas de refraccion, rendijas, etc.

e Un compartimiento para colocar la muestra en celdas o cubetas
adecuadas, dependiendo de la muestra y de la region del espectro

utilizada.

e Un sistema para la deteccion de la radiacion que ha atravesado la
muestra o un sistema detector, cuyas caracteristicas dependen de la
zona del espectro utilizada. Si la sefal luminica es transformada en

sefnal eléctrica el sistema recibe el nombre de transductor.

e Un sistema para la amplificacion, transformacion y comparacion de

la sefial eléctrica para su posterior registro.

¥ HOLLAS. Michael. Modern Spectroscopy. 4 ed. Inglaterra: John Wiley. 2004.
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e Sistemas de registro de la senal mediante movimiento de agujas o

senales digitales o registro grafico o mediante sistemas computarizados.

Actualmente, los sistemas correspondientes a la fuente, monocromador, celda
y detector son llamados modulos caracteristicos, ya que su disefno,
materiales opticos y sus caracteristicas dependen de la region del espectro que
se esté utilizando. Los sistemas de amplificacion, transformacion, comparacion
de la sefal y registro se llaman moddulos procesadores y presentan

caracteristicas comunes sin importar la zona del espectro utilizado.

2\WILARD. Hobart. Métodos Instrumentales de Analisis. México:
Iberoamericana. (1991).
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CAPITULO 4: DISENO DEL
ESPECTROFOTOMETRO

De acuerdo con lo expuesto en los capitulos anteriores, un instrumento
adecuado para la cuantificacién de ADN es un espectrofotdmetro, por su bajo
costo, la simplicidad del equipo, precision y la confiabilidad de los principios

fisicos que rige la espectrofotometria.

El equipo a disefiar se compone de tres etapas basicas que son la etapa

optica, electronica y software.

Para el disefio de la etapa optica la primera opcién como fuente de radiacion
fue un laser centrado en 260 nm, debido a que el ADN absorbe a esta longitud
de onda. No obstante, el no contar con financiacion externa restringid el
desarrollo del proyecto, al disefio de un instrumento con componentes de bajo

costo, sin afectar el funcionamiento.

La fuente de radiacion laser fue descartada porque no era una fuente de
radiaciéon comercial y su construccién era de un valor de $26000 dolares
elaborado por Crystal Optics. La opcién considerada fue un bulbo de Deuterio,
que también es una fuente de radiacion UV, pero se descubrié que requiere
elementos Opticos de colimacion para radiacion UV, de un costo elevado y que
ademas implica una exposicion constante a la radiacion ultravioleta durante la
construccion del equipo, perjudicial para la salud (aumentara el riesgo de
enfermedades cutaneas y oculares). Finalmente se optd por utilizar una fuente
de radiacion visible, que es econdmica, comercial y no produce dafos severos

en la salud.
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Como ya se menciono, el ADN absorbe a 260nm, que esta por fuera del rango
de la radiacion visible, por lo cual surgio la necesidad de hacer un tratamiento a
la muestra de ADN para correr el pico de absorcion dentro del rango de luz

visible, este tratamiento consistié en un proceso de coloracion de las muestras.

La eleccion de un colorante requirid6 la investigacion de su naturaleza,
propiedades y disponibilidad en el mercado. Como resultado de esta
investigacion se analizaron dos colorantes, Picogreen y Difenilamina. Debido a
que son los colorantes que se adhieren a la molécula de ADN mas utilizados en
el mercado. El Picogreen corre el pico de absorcion del ADN a 532 nm, dando
la posibilidad de trabajar con un laser verde, simplificando la etapa optica,
debido a que no requiere elementos de colimacion, pero el reactivo es muy
costoso, siendo que el vial (kit de coloracion) para diez muestras cuesta
alrededor de $1'360.000 pesos. Se pensd en la posibilidad de replicar el
colorante, encontrando que el componente principal, es una proteina protegida
con una patente, que nuevamente eleva los costos. Finalmente se eligi6 el
colorante de Difenilamina por la disponibilidad de sus reactivos, su bajo costo

con relacion al Picogreen y su reproducibilidad.

Elegido el colorante y hecho la investigacion sobre su proceso de obtencion, el
siguiente paso fue obtener el colorante y tefir el ADN, todo esto se relatara en

el capitulo 6.

Con la eleccion del colorante el pico de absorcion se corre a los 600 nm.
Implicando una nueva investigacion sobre la fuente de radiacién a utilizar entre
tres opciones: Un laser centrado a 600 nm marca Edmund Optics con un costo
de $2000 ddlares; LEDs que emiten a 605 nm pero con intensidad luminica
insuficiente para atravesar la muestra y una lampara de luz halégena; que fue

la opcidn elegida por su funcionalidad y su bajo costo.

La lampara halégena requiere un sistema de colimacion para obtener un haz

de luz uniforme de rayos paralelos, debido a que la emision de luz de la
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lampara es radial. Segun lo que se conoce de la dptica geométrica las dos
configuraciones mas simples y ampliamente usadas son las basadas en dos
lentes

e Dos convergentes

e Uno convergente y uno divergente

El sistema de colimacién elegido fue el de un lente convergente y uno
divergente, ya que permite disminuir la distancia recorrida por la luz,
minimizando perdidas en la radiacion y disminuyendo el tamano total del
equipo. Ya cumplida la exigencia de rayos paralelos se pasa a restringir la
longitud de onda emitida por la lampara a la longitud de onda de absorcion de
la muestra. Para ello se tenian tres alternativas, la primera un prisma,
descartado porque la dispersién es no lineal, la segunda una red de difracciéon
que posee el grupo de investigacion GIOPAD. La red de difracciéon se descarto
por que al ser implementada es sub-utilizada, debido a que no se va a hacer un
barrido espectral y que no se van a aprovechar el resto de longitudes de onda.

La ultima alternativa es un filtro pasabandas centrado en 600 nm.

Para las medidas, la muestra debe estar contenida en cubetas de material
transparente a la longitud de onda incidente. Tres tipos de cubetas cumplen
con esta condicion: poliestireno, cuarzo y vidrio; debido a que el colorante es
elaborado con acidos se descarta el uso de cubetas de poliestireno, Por otro
lado las de cuarzo son de un costo elevado. Las cubetas utilizadas fueron las

de vidrio por su menor costo.

La etapa electronica es la encargada de realizar el acople de la etapa optica
con el PC, esta etapa posee cuatro partes basicas: alimentacion,

transduccién, amplificacion y digitalizacion.
Los factores determinantes en el tipo de alimentacion son la fuente de radiacién

seleccionada y el transductor de luz. En la busqueda de dispositivos de

deteccion de luz, se estudiaron el fotomultiplicador y el fotodetector PIN, el
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primero es altamente sensible a la intensidad de luz y a la longitud de onda de
la radiacién incidente, se descartdé por que requiere una fuente de alimentacion
de minimo 100 voltios DC, con mucha estabilidad debido a que las variaciones
de voltaje afectan de manera significativa la ganancia del fotomultiplicador. La
opcidon mas viable es la utilizacion de un fotodiodo PIN, que no requiere
alimentacion y el tiempo de respuesta es bajo con respecto a otros
fotodetectores (con excepcion de el fotomultiplicador) ademas es econdmico,
asequible, pero con la desventaja que la ganancia es baja, haciéndose

necesaria una etapa de amplificacion.

La sefal que sale de la etapa de amplificacion es una sefal analdgica y para
que pueda ser leida por el usuario del equipo en un computador, es necesario
que esta senal sea digitalizada, la digitalizacién de sefales se realiza por medio
de una DAQ que es una tarjeta de adquisicion de datos con una resolucion de
10 bits.

El diseno del software se basd en los requerimientos iniciales del proyecto
planteado por el grupo de inmunologia, como debe ser de uso facil para el
usuario se escogié LAB VIEW 6i como plataforma de desarrollo, ya que usa un
lenguaje de alto nivel (lenguaje grafico). EI software debe contar con la
posibilidad de guardar un registro con la concentracion de ADN, fecha y hora

de toma de datos.

41 DISENO FINAL

El equipo de cuantificacién de ADN en muestras de sangre, construido tiene las
partes basicas de un espectrofotdmetro. En principio un espectrofotometro
hace un barrido con varias longitudes de onda (o colores), el equipo construido
esta restringido a un solo color, se le denomind fotocolorimetro (FCL-600),

como se hablé al inicio del capitulo el instrumento, posee tres etapas basicas:
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1) Etapa optica.
2) Etapa electronica.

3) Software de tratamiento de datos.

4.1.1 Etapa Optica

Para la construccion del equipo de medicién de ADN en sangre, se selecciono
como fuente de radiacion un bulbo de luz halégena de tipo h3, debido a que la
luz producida es blanca, por lo cual indica que su espectro de radiacion abarca
toda la region del visible, conteniendo la longitud de onda de 600 nm, ya que el
colorante con el que se trata la muestra de ADN corre el pico a esta longitud de
onda. La potencia necesaria para iluminar la muestra, también es satisfecha
por el bulbo de luz halégena tipo h3. Esta bombilla seleccionada emite luz en
forma radial, para aprovechar una cantidad mayor de radiaciéon con rayos de
luz paralelos se hace necesario el situar un espejo céncavo en la parte de atras

del bulbo como lo muestra la figura 4.1,

Figura 4.1. Rayos de luz reflejados por un espejo concavo con una fuente de

radiacion situada en el foco.

espejo concavo
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Se utiliza un arreglo de dos lentes uno convergente y uno divergente, para
reducir el tamafo del haz aprovechando la misma cantidad de energia en un
area menor e iluminando de manera uniforme la muestra con rayos de luz

paralelos.

Figura 4.2. Convenciones utilizadas para representar un lente convergente y

una divergente.

A N
N\
v
Lente Convergente Lente Divergente

En el arreglo de lentes, el primer lente toma los rayos de luz paralelos y los
dirige hacia un punto llamado foco (véase figura 4.3 a), el segundo lente, de
didmetro menor, toma los rayos de luz convergentes y los convierte en rayos

de luz paralelos, (véase figura 4.3 b), concentrados en un area menor.

Figura 4.3. Comportamiento de los rayos de luz en lentes, a) Rayos de luz al
atravesar un lente convergente, b) Rayos de luz al atravesar un lente

divergente.

%
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Para la seleccion de la longitud de onda necesaria para la deteccion y
cuantificacion del ADN presente en la sangre, se debe utilizar un filtro pasa
bandas que deja pasar una region del espectro visible y refleja las otras

regiones del espectro, como se ilustra en la siguiente figura.

Figura 4.4. Representacion del funcionamiento de un filtro pasabandas

Fuente de

lHuminacion Filtro

Luz

{I-nMFu“u luz monocromatica

el filtro escogido es el FB600-10 de THORLABS, con un rango de transmision
espectral centrado en 600nm como lo muestra la figura 4.5, de didmetro de

21mm.

Figura 4.5. Rango de transmisidn espectral del filtro pasabandas FB600-10.

FB600-10

60

. [T

1

0 J
585 590 595

575 580

605 610 615

600

Wavelength in nm

620 625

Tomado de web:<http//www.thorlabs.com>
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Luego de obtener la longitud de onda deseada, el rayo de luz pasa a un divisor
de haz. El instrumento implementado cuenta con un espejo semiplateado que
es semitransparente a la radiacion visible, porque el recubrimiento metalico es
muy delgado para ser opaco: se puede ver a través de él y al mismo tiempo
puede observarse por reflexion. Los divisores de haz se pueden hacer de
peliculas delgadas sobre vidrio. Este dispositivo permite obtener dos rayos, el

trasmitido y el reflejado (ver figura 4.6).

Figura 4.6. Rayo de luz pasando por un divisor de haz

rayo 1

rayo de luz
e —— —_—
rayo 2

Divisor de haz

Para la recoleccion de la luz se utiliza un lente convergente, el cual se encarga

de dirigirla a un fotodetector.

Figura 4.7. Representacion del funcionamiento de la etapa optica.

Muestra

Fuente de

IR Monocromador
luminacion

Detector

Luz ‘

Compuesta luz monocromitica
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Figura 4.8. Esquema general del disefio de la etapa dptica.
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4.1.2 Etapa Electronica
La etapa electréonica se divide en tres partes: alimentacion; deteccidén-

amplificacion y digitalizacion.

4.1.2.1 Alimentacion

La alimentacion de la etapa electronica debe ser estable para que no fluctue la
fuente de radiacién, produciendo asi un haz de luz de intensidad uniforme,
ademas debe alimentar los circuitos de transduccién, y comunicacién con el
PC.

La fuente fue seleccionada de acuerdo con los requerimientos de potencia de
los dispositivos electrénicos y de la fuente de radiacion y considerando la

estabilidad requerida por estos dispositivos.

Como el propésito es construir un equipo para la utilizacién en hospital de

recursos limitados, la fuente de alimentacion debe ser de facil reparacion o
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reemplazo para que la medicion de muestras clinicas no se atrase por falta un

técnico especializado o de componentes que no estén en el mercado.

4.1.2.2 Deteccion Amplificacion

La deteccion de la sefal se realiza mediante un transductor (fotodetector) el
cual convierte la sefial de luz a sefal eléctrica. La etapa de amplificacion es
donde la sefial electronica generada por el fotodetector debe ser aumentada. Y
para este fin se emplea el factor de amplificaciéon que es llamado “la ganancia
del amplificador”, es la relacion entre la sefial de salida y la sefal de entrada.
La sefal de un fotodiodo PIN es de baja intensidad, por lo tanto es necesario
implementar una etapa de amplificacién, dependiendo la configuracion del

circuito del transductor se debe disenar la etapa de amplificacion.
Figura 4.9. Fotografia del fotodetector FDS-100.
Tomado de web:<http//www.thorlabs.com>

Como se seleccion¢ el fotodiodo FDS-100 de THORLABS, el fabricante sugiere
un circuito con un filtro RC, circuito que es sensible a la longitud de onda y a la

intensidad de la luz incidente para un buen funcionamiento del fotodetector.

La amplificacidn se realiza mediante un amplificador operacional INA 111 de
Texas Instruments, en configuracion no inversora.
El amplificador operacional se selecciond debido a que es un dispositivo para

instrumentacion industrial, de alta precisidn, alta sensibilidad y alta estabilidad.
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41.2.3 Filtrado

El factor limitante final en la precision y sensibilidad de cualquier método
analitico instrumental, es la presencia de sefiales no deseadas que se
sobreponen a la sefal generada por la sustancia que se desea analizar, estas
senales son llamadas RUIDO, siendo derivada la terminologia de la
radioingenieria. El filtrado consiste en la eliminaciéon o atenuacion del ruido
mediante arreglos electrénicos o digitales. El fabricante del fotodetector provee

un esquema de conexién sugerida con un filtro RC.

El Ruido no es solo emitido por los circuitos, sino que también influyen los
reflejos de fuentes de luz ajenas al equipo, para eliminar este tipo de radiacion
es necesario que el instrumento esté totalmente cubierto por un armazén
plastico enterizo que no permita el paso de luz externa hacia el sistema 6ptico.
Otra fuente de ruido es la misma fuente de luz del equipo ya que refleja la luz
en las paredes y soportes de los implementos épticos para evitar estos reflejos
fue necesario pintar de negro mate las superficies y lijarlas para que no queden
lizas asi la luz es absorbida y dispersada para que no sea reflejada hacia

donde se situan los dispositivos 6pticos, muestra y fotodetectores.

Figura 4.10. Reflejos causados por la superficie liza de las bases

reflejos de luz que
producen ruido
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Figura 4.11. Pulido de las superficies para disminucion de reflejos causados

por la superficie liza de las bases

4.1.2.4 Digitalizacion

El sistema de digitalizacion tiene la funcién de convertir la sefial de modo
continuo a una sefal discreta. La sefal emitida por la etapa de amplificacién
oscila de 0 a 5V DC, la etapa de digitalizacion esta diseiada para utilizar un
PIC de la familia 18FXXX, debido a que tiene 4 conversores Analdgico —
Digital, la resolucion es de 10 bits y la programacién es en lenguaje C y se
traduce a Assembler para ser embebido en el PIC. Y la comunicacion entre el
PC y el sistema de digitalizacion se hace mediante un MAX 232 que utiliza un
protocolo RS 232 (puerto serial PC).

Figura 4.12. Esquema de bloques de la etapa electrénica.

ETAPA OPTICA ALIMENTACION
\ -PC
DETECCION AMPLIFICACION /"

—>* DIGITALIZACION
TRANSDUCCION H FILTRADO HAMPLIFICACION‘
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CAPITULO 5: CONSTRUCCION Y CALIBRACION

Para la construccion del fotocolorimetro segun lo especificado en el capitulo
anterior y resumido en la figura 4.6 se procedio de forma similar, es decir, la
construccion se dividid en etapas, iniciando con la etapa éptica, siguiendo con
la etapa electrénica y posteriormente la de software. Algunos de los
elementos utilizados en el equipo requieren de una etapa de prueba de
estabilidad, que consiste en la observacion de su comportamiento en
intervalos de tiempo establecidos. Después de realizar la construccion se debe
realizar una etapa de calibracion. A continuacion se detalla cada una de estas

etapas.

5.1 CONSTRUCCION DE LA ETAPA OPTICA

Los componentes de esta etapa son los siguientes:

v"Un Espejo Céncavo

v"Una Bombilla halégena tipo H3 Ordi Light de 100 Wy 12 VDC

v"Un lente Biconvexo de 32 mm de diametro y distancia focal de 137 mm
v"Un filtro (FB 600-10 THORLABS)

v"Una lente divergente (LD181 THORLABS)

v"Un Divisor de haz (EBS05 THORLABS)

v Dos porta muestras (cubetas).

v'Dos cubetas (14-385-910B Fisher Scientific)

v Dos Lentes plano convexos (LA 1074 THORLABS).

v'Dos Fotodetectores (FDS 100 THORLABS)

38



Cualquier tipo de instrumentacion optica que requiera de lentes debe garantizar
la alineacion de los ejes 6pticos durante la vida util del equipo. Teniendo esto
en cuenta, lo primero que se hizo fue seleccionar una superficie plana para la
ubicacion de los elementos Opticos, siendo ideal la utilizaciéon de laminas
acrilicas resistente a la temperatura de exposicion. Para minimizar vibraciones
que pudieran afectar el desempefio 6ptico durante la construccion, se fij6 al
piso una base que se desempefid como la mesa soporte del equipo. Se
garantizd la estabilidad de esta mesa haciendo observaciones con un nivel

durante una semana. (Ver figura 5.1).

Teniendo en cuenta que el equipo constaria de lentes de diferentes
dimensiones, se hizo necesario determinar a priori las dimensiones del soporte
que requeriria cada elemento con el fin de garantizar las alturas de alineacién
del eje optico. Se disefaron planos para cada uno de los soportes que fueron

hechos por el técnico Juan Carlos Garzén Obando.

Figura 5.1. Determinacion del eje Optico

Para obtener las medidas de los soportes se tuvo en cuenta que el lente debe
quedar perpendicular a la base y al eje optico y que el eje Optico pase por el

centro de cada lente. Se procedi6 de la siguiente manera:
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» El elemento de mayor dimensiéon es el espejo concavo, (6 cm de
diametro). Aun si la base de acrilico es resistente a la temperatura de
exposicién, para altos tiempos de exposicion puede sufrir
deformaciones, por lo que se anexd al equipo un disipador de calor.
Ahora, sumando el radio del espejo (3 cm) y la altura del disipador de
calor (3 cm), se obtuvo la altura a la que debia estar el eje dptico con
respecto a la base, esto es, 6 cm. Con esta dimensién se marca en
una pantalla el eje optico y esta marca sera la referencia para la

alineacion de los diferentes lentes que componen el equipo.

» El soporte para el primer lente, L1, es tal que ubica el centro de este
lente a una altura de 6 cm. respecto a la base. Este lente fue iluminado
con un laser rojo para confirmar su alineacion con el eje Optico. El
proceso se repite para el segundo lente, L2, teniendo en cuenta que su

diametro es de 9 mm.

» Alineados los lentes L1 y L2, el paso siguiente es la ubicacion de la
fuente de luz. Nuevamente, la fuente de luz debe estar alineada con los
lentes, lo que se consigue ubicando el bulbo halégeno en el punto de
salida de la luz laser que sirvio de fuente de alineacion para los lentes.
Para aprovechar al maximo la radiacién emitida por la lampara se le
adapté un espejo coéncavo y, debido a que disipa mucho calor, se le
acondicioné un disipador de calor de aluminio y un extractor de calor
(ventilador 5 VDC) lo que disminuye la temperatura a la que esta
sometido la base y el lente L1. Como fue mencionado en el capitulo 4,
la funcion de este lente es convertir los rayos de luz divergentes (de la

fuente) en rayos de luz convergentes.

» El haz de luz obtenido por L1 pasa por un filtro pasa-bandas entre
590nm y 610nm y ubicado a 82.2mm de L1. Este filtro permite obtener
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la longitud de onda requerida para la absorcion de luz por parte de la
muestra de ADN coloreada.

Figura 5.2. Lentes alineados Yy filtro

» Después del filtro se tienen rayos de luz convergentes centrados en
600nm. Como se menciond en el capitulo 4, la funcion de este lente es
convertir los rayos convergentes en paralelos. Teniendo en cuenta que
su punto focal debe coincidir con el punto focal de L1 (de didmetro
mayor), L2 se situé a 102.3mm de L1. Ademas, debido a su menor
diametro, L2 reduce el diametro del haz de luz, concentrando una

mayor cantidad de energia radiante en un area menor.

» Después de L2 el rayo de luz llega a un divisor de haz que, ubicado a
un angulo de 45° con respecto al eje 6ptico, fracciona el haz de luz en
dos haces iguales de 23.4 mW de intensidad. Este divisor esta
montado sobre un soporte que obliga a una distancia minima L2-divisor
de 14.5mm. Uno de los haces emergentes del divisor se dirige a una
muestra de referencia. Es recomendable ubicar la muestra (porta

muestra 2, PM2) a la menor distancia posible para tener una perdida de
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potencia minima, respecto al divisor para asegurar que los rayos del
haz sean paralelos; nuevamente, por razones de dimension del soporte
del haz, para el fotocolorimetro construido esta distancia es de
24.2mm. El otro haz es dirigido hacia la muestra de ADN. Este haz
debe llegar a la muestra con la misma intensidad con que llega el otro
haz a la muestra de referencia. Para determinar la distancia a la que se
debia ubicar la muestra (porta muestra 1, PM1) y cumplir con este
requerimiento se hizo uso de un luxémetro, como muestra la figura 5.3.
La distancia determinada fue de 21,4mm entre la muestra y el divisor

de haz.

Figura 5.3. A la izquierda fotografia del divisor de haz en funcionamiento, a la

derecha el divisor de haz.

~ Diviggr de haz
- 9

» Con el luxémetro se determind que las cubetas que contienen las
muestras absorben un 10% de la luz incidente. La cantidad de luz que
atraviesa las muestras son recogidas con lentes convergentes plano
convexos (L3 y L4) que se ubicaron a Tmm de las cubetas (minima
distancia posible) y se concentra en respectivos fotodetectores (PD1 y
PD2) con una respuesta espectral entre 350-1100 nm, area activa de
13.0 mm? situados respecto a L3 y L4 a una distancia igual a su

distancia focal, es decir, 12 mm.
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En la figura 5.4 se detalla la configuracion optica del fotocolorimetro FCL-
600 y en la figura 5.5 se presenta una fotografia de esta configuracion

optica. En la figura 5.4 se tiene:

EC: Espejo Concavo

H3: Bombilla halégena

L1: Lente Biconvexo

F: Filtro

L2: Lente divergente

BS: Divisor de haz.

PM1 y PM2: Porta muestras

L3 y L4: Lentes plano convexos.
PD1 y PD2: Fotodetectores.

Figura 5.4. Diagrama que muestra la configuracion optica

EC L F L2 55
@ :II: —— DIQ#PDE
" PM1 [ -
g

eje optico s'if
-

PD1

Figura 5.5. Fotografia de la implementacion de la etapa 6ptica

PM1y PM2
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5.2 CONSTRUCCION DE LA ETAPA ELECTRONICA

La alimentacién eléctrica del sistema es provista por una fuente comercial de
210 watts de potencia (EDI eco 115/230 VAC, con salidas de +5, +12 y -12
VDC) que es altamente estable y cumple con los requerimientos de amperaje
(8 amperios) de la bombilla halégena. El acople entre la etapa oOptica y la etapa
electronica se realiza mediante los fotodetectores (FDS 100 THORLABS) que
convierten la sefal de luz en sefal eléctrica. Los fotodetectores estan
configurados en forma fotorresistiva de acuerdo con las especificaciones
sugeridas por el fabricante, es decir, en un circuito como el descrito en la figura
5.6 que es sensible a la potencia de luz incidente en los fotodetectores
(ecuacion 5.1). Ya que para condiciones minimas de iluminacion del equipo el
fotodetector entrega un voltaje de 200 mV, la resistencia de carga llamada
RLoap, fue ajustada a 934 KQ de acuerdo con su ecuacion caracteristica para
obtener una salida de 1.5, voltaje adecuado para ser amplificado con el
Amplificador Operacional INA 111, ya que su offset es alto con respecto al

voltaje entregado por el fotodetector.

Figura 5.6. Circuito sugerido por el fabricante para el fotodetector FDS 100

Filtra RC FDS 100
AYAva K o4
. 1K AR
— 0AUF == U
Vo=P(A)*Re(A)*RLoap (5.1)
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El circuito fue elaborado, pero en el momento de ser amplificada se inducia
ruido y no lograba estabilizarse para obtener una medida confiable, se le hizo

un acople de impedancias presentando una disminucion leve del ruido.

Por lo anterior se decididé la implementacion de un circuito en el que el
fotodetector se configura de forma fotovoltaica y se hace el acople de
impedancias con un amplificador operacional TL0O82 el cual proporciona toda la
potencia requerida por la etapa de amplificacion, presentando una sehal

constate y confiable para la medicién de diferencias de voltaje.

A pesar de tener un voltaje constante proveniente del fotodetector, este voltaje
es muy bajo para efectos de medida, asi que requiere de un proceso de
amplificacion. Para este fin se emplearon amplificadores operacionales (INA
111 Texas Instruments) ajustados con una ganancia de 2000 para acondicionar

la sefial antes de su digitalizacion.

Finalmente se tiene la etapa de adquisicion de la sefial para llevarla al PC. De
esta tarea se encarga la tarjeta de adquisicion de datos (DAQ) que emplea un
dispositivo programable (PIC 18f452 Microchip®) que posee un conversor
analdgico a digital de 10 bits de resolucion, que toma la sehal eléctrica
amplificada y la digitaliza a través de un programa embebido (ver anexo C) en
el cual también se realiza un proceso de filtrado. Posteriormente se envia la
senal digital por el puerto serial del PIC a un circuito integrado (MAX 232) para

establecer la comunicacién con el PC.
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Figura 5.7. Esquema Electronico del FCL-600 (etapa de digitalizacion)
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Figura 5.8. Fotografia de la tarjeta de adquisicion de datos.

5.3 SOFTWARE

Después de tener el hardware implementado y comprobar la correcta
adquisicion de datos a través del puerto serial, se procede con la
implementacion del software sobre la plataforma de desarrollo Lab View 6i,

donde se establece una rutina de adquisicion por medio de Sub Vis.

Cada Sub VI es un proceso o rutina con un fin especifico, en la implementacion
del software los Sub VIs de mayor relevancia son: comunicacion serial,
apertura-escritura de archivos y los de procesos matematicos. La rutina de
concatenacién de datos adquiridos por el puerto serial es realizada con un
manejo de arreglos binarios (Sub VI llamado “concatena serial”’) y convertida a
decimal para ser procesado. Este procesamiento consiste en: convertir los
datos digitales provenientes de los sensores a voltajes, resta de las sefales
para la obtencion de la diferencia de voltajes, esta diferencia es multiplicada
por la pendiente obtenida en la recta de calibracidon que tiene implicito el
coeficiente de absortividad molar, voltaje y el camino 6ptico, para obtener el
valor de la concentracion de ADN para ser desplegada en el interfaz de usuario
del FCL-600.

Después de digitalizadas las sefales eléctricas se almacenan en la memoria

del PC, guardando un archivo con la fecha, y medida de la concentracion de
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ADN, archivo de extensiéon *.xls (por defecto, ya que el usuario puede escoger

la extension de acuerdo con su necesidad).

La interfaz disefada e implementada en el FCL- 600 cuenta con un botén de
encendido, 6 cuadros de texto que dan la informacion de la ruta donde se
gurada el archivo, hora de toma de la muestra, fecha, voltajes en cada sensory
la concentracion de ADN, los cuadros donde aparece la sefial q viene los
fotodetectores, es utilizada para observar la calibracién del equipo y estabilidad

de las senales.
En la figura 5.9 se muestra el diagrama de bloques del software implementado,

donde aparece todos los diferentes sub VIs que se necesitan para la

adquisicidn de la senal digitalizada y el procesamiento de ella.
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Figura 5.9. Programa en Lab View 6i para la adquisicién y procesamiento de

datos

RUTA DE ARCHIVO

miliszcond multiple

Fosician 2|

Encendidol
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Figura 5.10. Fotografia del FCL-600 en funcionamiento

Figura 5.11. Fotografia interfaz en Lab View 6i. En la izquierda se observa la
sefal proveniente del fotodetector (amplificada) proveniente de la muestra de
referencia. A la derecha se observa la correspondiente respuesta de la muestra
en estudio. La diferencia entre las dos medidas de voltaje corresponde a la

concentracion de ADN de la muestra en estudio.

i
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Figura 5.12. Fotografia FCL-600, especificando sus componentes
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5.4 PRUEBAS DE ESTABILIDAD DE LOS COMPONENTES
Los componentes que requirieron de prueba de estabilidad fueron la fuente de

alimentacion, la fuente de luz y el divisor de haz.

> Fuente de luz

Para la verificacién del requerimiento de estabilidad de la fuente de luz se
realizaron medidas de iluminancia vs tiempo. El instrumento de medida
utilizado fue un luxémetro y el rango de tiempo elegido fue de 0 a 1600
segundos con intervalos de 30 segundos. El resultado se muestra en la grafica
5.1.

Grafica 5.1. Estabilidad de la [ampara halégena, se observa la estabilidad de

la iluminancia es alcanzada después de los 1000s
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» Fuente de voltaje

Para asegurar que no hay fluctuaciones en las medidas del equipo por parte de
la alimentacién del equipo, se observo la estabilidad de las salidas de 5V y 12
V de la fuente EDI eco durante 20 minutos, los resultados obtenidos se

observan en la grafica 5.2

Grafica 5.2. Estabilidad de la fuente de voltaje EDI eco
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> Divisor de haz

El divisor de haz debe garantizar que los haces de luz que salen de él deben
tener intensidades iguales, en la grafica 5.3 se observa que este requisito es
cumplido por el divisor de haz, las sefiales luminosas son medidas por 2
luxbmetros situados en la posicibn de los fotodetectores respectivos, el

muestreo de las senales se realizdé durante 1000 s con intervalos de 30 s
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Grafica 5.3. Medicidn de la iluminancia de luz después del divisor de haz
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» Calculo de la potencia incidente sobre el foto detector

Para calcular la potencia luminosa que llega a los fotodetectores se implementa
el circuito descrito en la figura 5.6 debido a que la potencia puede ser calculada
colocando un trimer (potenciometro de precision) como RLOAD, y variarlo para
medir el voltaje de salida. Con los datos de variacidn de resistencia y de voltaje
medidos se elabora una curva (grafica 5.4), donde su pendiente es equivalente
a la potencia incidente por la responsividad espectral del fotodetector a 600 nm

(ver ecuacion 5.1)
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Grafica 5.4. Voltajes medidos vs Resistencia variadas en el trimer.
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La pendiente de la grafica 5.4 es de 1,510 /0.38 (Respuesta espectral 600
nm) nos da como resultado 4*10° W que es la potencia luminosa incidente

sobre el fotodetector.
» Temperatura a la que esta sometido el primer lente y las muestras

Debido a los rangos de temperatura de operacién de los lentes (-10°C a 80°C)
y la termosensibilidad de las muestras de ADN, se hace necesario medir la
temperatura maxima a la que estan expuestos durante el proceso de medicidn
de concentracion de ADN. Se obtuvo que la muestra es sometida a una
temperatura 2 grados mayor a la de la temperatura ambiente que es la
temperatura del equipo en funcionamiento en el compartimiento de las

muestras (ver grafica 5.5).
La temperatura a la que esta expuesto el lente biconvexo (L1) llega a 60°C (ver

grafica 5.5) que se encuentra en el rango de operacién permitido por el material

de los lentes.
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Grafica 5.5. Grafica de temperatura vs. Tiempo en el interior del FCL-600.
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5.5 CALIBRACION DEL FCL-600
La correcta calibracion de los equipos proporciona la seguridad de que los

productos o servicios que se ofrecen reunen las especificaciones requeridas.

Calibracion es el procedimiento de comparacion entre lo que indica un
instrumento y lo que "debiera indicar" de acuerdo con un patrén de referencia
con valor conocido. Es el procedimiento metrologico que permite determinar
con suficiente precision cual es el valor de los errores de los instrumentos de
medicion, siendo de vital importancia que dichos errores sean lo
suficientemente pequefios y que hayan sido determinados con la mayor

precision posible.

Para el FCL-600 la calibracién involucra los siguientes procesos: una
calibracion de las partes electronica (fotodetectores) y éptica (alineacion de
lentes) y la elaboracion de una curva de calibraciéon que determine el rango

de medida confiable del instrumento.
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5.5.1 Calibracién de las partes electrénica y éptica

El instrumento utilizado para medir la iluminancia que llega a los fotodetectores
fue un luxémetro LX-102 LUTRON. La resta entre estas medidas de
iluminancia medida por los fotodetectores se hizo con la tarjeta de adquisicion
de datos, DAQ. Si la diferencia es diferente de cero se realiza un proceso de

corrimiento de cero (calibrado), implementado en el software de la DAQ.

Para la alineacion de los lentes se colocd un laser sobre la base del equipo
para utilizarlo como referencia del eje 6ptico y se marco el spot producido por el
laser sobre una pantalla fija. Los lentes fueron ubicados de tal manera que

brindaran un spot uniforme y centrado con el eje 6ptico.

5.5.2 Elaboracion de curva de patrén para el FCL-600

Para construir una curva de calibracion que determine el rango de confiabilidad
del FCL-600, se tomd como instrumento de referencia el espectrofotdmetro
GeneQuant pro RNA/DNA Calculator de BIOCHROM LTD, del Grupo de
Investigacion de Genética Humana Aplicada (GIGHA) de la Facultad de Salud

de la Universidad del Cauca.

Este espectrofotometro fue disefiado especificamente para medidas de ADN,
ARN, Oligonucleétidos y cultivo de bacterias y posee un ancho de banda de 5
nm que garantiza una mayor precision en la medida, dando como limite 35 ng
de ADN (micro-cubetas)”'. EI GeneQuant pro RNA/DNA Calculator hace la
medida directamente con luz ultravioleta, es decir, a 260 nm, que es la longitud
de onda de absorcion del ADN, y reporta absorbancia y concentracién para
esta longitud de onda, ademas, este instrumento tiene la posibilidad de medir
absorbancia en otras longitudes de onda, entre ellas, 600 nm, mas no

concentracion.

1 BIOCHROM Cambridge Science Park Milton Road CAMBRIDGE CB4 OFJ UK

<http://www.biochrom.co.uk/UV_Vis_Spectrophotometry/GeneQuant>
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Para obtener la curva de calibracion se requiere conocer la medida de
concentracion de ADN presente en las muestras en estudio. Como ya se dijo,
es necesario colorar las muestras para que absorban a la longitud de onda de
la fuente de luz del FCL-600, es decir, 600 nm. Si el proceso de coloracion se
da para el ciento por ciento de la muestra, se espera que la coloracion afecte la
absorbancia de la muestra mas no la concentracién de ADN en ella. Como

primer paso se requiere verificar esta hipotesis.

El FCL-600 da como medida directa la diferencia de voltaje entre una muestra
en estudio y una muestra de referencia. La muestra en estudio, después de su
tratamiento, consiste en una mezcla de agua, colorante y ADN. La muestra de
referencia consiste en una mezcla de agua y colorante. Ni el agua ni el ADN
absorben radiacion de 600 nm, por lo tanto cualquier medida de absorcién
proviene del colorante. Si la diferencia de voltaje medida por el FCL-600 entre
el sensor de la muestra en estudio y el de la muestra de referencia, es cero,
representara una absorcion del colorante, no del ADN. Por el contrario, una
diferencia de voltaje diferente de cero correspondera al efecto de absorbancia
del ADN. Por lo anterior, la curva de calibracion que se construira se basara en
la relacion entre la diferencia de voltaje y la concentracién de ADN (tomada de
medidas previas con el GeneQuant pro RNA/DNA Calculator) para 4 muestras
con diferentes concentraciones. La obtencién de las muestras parti6 de una
muestra inicial que registrd, con el GeneQuant, una concentracién de 50.2 ug
ml, a partir de esa muestra se hicieron 5 diluciones (50%, 25%, 12.5%, 6.25% y
3.125% en agua, ver tabla 6.1).
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Figura 5.14. A la izquierda fotografia del espectrofotdmetro GeneQuant pro
RNA/DNA Calculator, a la derecha medicién de concentracion de ADN con

espectrofotometro.

La toma de datos asi como los resultados obtenidos tanto para la calibracion
como para la prueba de funcionamiento del FCL-600 se exponen en el capitulo

siguiente.

59



CAPITULO 6: RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se reportan los tratamientos de muestra, la toma de datos,
elaboracion de curvas y analisis de resultados para el correcto funcionamiento
del fotocolorimetro FCL-600 construido para la medicion y cuantificacién de

niveles de ADN presentes en sangre.

6.1 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para que la muestra de ADN absorba en la longitud de onda de la fuente de
radiacién del FCL-600 es necesario hacerle un proceso de coloracion. Como
primer paso se requiere de un proceso de extraccion de muestras de ADN en

sangre y posteriormente su coloracion.

6.1.1 Extraccion de ADN en sangre

La extraccion de las muestras de ADN fue realizada por el Grupo de Genética
Humana Aplicada (GIGHA) de la Universidad del Cauca. Para este propésito se
utilizaron dos protocolos de extraccion que tienen en comun el uso de un
reactivo denominado CHELEX que se encarga de atrapar los componentes
diferentes al ADN.

El protocolo 1 consiste en someter la muestra a lavados sucesivos con agua
destilada y posterior centrifugado hasta obtener un botén blanco de ADN.
Posteriormente se agrega el CHELEX y la solucion se somete a bafo maria a
56° C durante 30 min, después se lleva a agua a 100° C durante 8 min . Con el
fin de obtener el ADN purificado. Este protocolo no es el adecuado porque en

cada lavado se pierde una cantidad de ADN apreciable.
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El protocolo 2 consiste en un unico lavado con histopaque y PBS (Phosphate
Buffer Saline). El histopaque es una solucion que permite un rapido
recubrimiento de células mononucleares en pequefos volumenes de sangre, el
PBS es un amortiguador. El lavado con estos dos productos da como resultado

la extraccion del ADN de los linfocitos con minimas pérdidas de ADN.

Para el proceso de preparacibn de muestras en este trabajo se eligio el
protocolo 2 por la siguiente razén: cuando se sigue el protocolo 1, ademas de
tener pérdidas de ADN, el ADN que se extrae proviene de todos los
componentes de la sangre. Siguiendo el protocolo 2 se extrae ADN de los
linfocitos. Con este trabajo se pretende que la medida de cuantificacion de ADN
en sangre pueda ser utilizada en el estudio de la relacion que existe entre la
alteracion de la concentracion de ADN y enfermedades auto-inmunes, es decir,
aquellas relacionadas con la proporcion de linfocitos en la sangre. Esto hace
que el protocolo 2 sea el indicado. Los pasos seguidos en este protocolo se

detallan a continuacion.

» Extraccion de la sangre de un voluntario
En principio cualquier muestra de sangre es util para efectos de calibracién, no
obstante se prefiere un donador sano (sin reporte de enfermedades
autoinmunes) de modo que la concentracion de ADN en la muestra de sangre
sea minima, con lo que se garantiza mayor sensibilidad del equipo.

» Mezcla de la muestra de sangre con histopaque

Esta mezcla se hace adicionando la sangre al histopaque lentamente, como se

observa en la figura 6.1
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Figura 6.1. Fotografia de la adicién de Histopaque a la muestra de Sangre

La solucion se deja en reposo por aproximadamente 10 minutos con el fin de
permitir el efecto del histopaque. Posteriormente se adiciona PBS a la muestra
y se lleva a centrifugado durante media hora a 2000 rpm, proceso que facilita el
proceso de separado de los linfocitos del resto de componentes como se

observa en la figura 6.2.

» Se extraen los linfocitos y se hace un lavado con PBS (amortiguador).

Con ayuda de una micropipeta se extrae la capa de linfocitos y se le adiciona al
PBS. La funcion del PBS es hacer una ultima purificacion a la muestra de modo
que se garantice la presencia unica de linfocitos. Luego se lleva la solucion a
un centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm. Después se descarta el
sobrenadante, nuevamente se hace una ultima adicion de PBS y se lleva a
centrifugado durante 10 min a 14000 rpm lo que genera la destruccion celular
de los linfocitos, provocando la precipitacion del ADN que forma un botén

blanco.
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Figura 6.2. Compuestos de la sangre ya separados.
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» Se purifica el ADN

En la figura 6.3 se observa el botdn blanco consistente de ADN. Con el fin de
purificar este ADN se le adiciona CHELEX al 15%, que, junto con un proceso
de centrifugado de 8 min a 12.000 rpm y posterior bafio maria a 57°C, provoca
la precipitacién de los componentes diferentes al ADN, dejando en la superficie
una mezcla de ADN y agua, como se observa en la figura 6.4.

Figura 6.3. Formacion de Botén de ADN.
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Figura 6.4. Muestras de ADN purificado.

6.1.2 Coloracién de la muestra

Para lograr una coloracién de la molécula de ADN es necesario hacer uso de
un colorante que reaccione con alguno de sus componentes. De acuerdo con la
estructura molecular de los nucleétidos (figura 1, capitulo Il), se hizo el proceso
de coloracion de la muestra con difenilamina (DFA). Este colorante reacciona
selectivamente con 2-deoxipentosas. En disolucion acida la deoxipentosa se
convierte en w-hidroxilevulin aldehido que reacciona con la DFA para dar un
compuesto azul. La intensidad del color azul, que se mide en 600 nanémetros,
es directamente proporcional a la concentracion del azucar (componente
fundamental del ADN, ver figura 1 cap. 2). La reaccién de difenilamina se

representa en la figura 6.5.

64



Figura 6.5. Reaccién de difenilamina con el ADN [1]
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Para la coloracion de la muestra se mezcla 1 ml de soluciéon de DFA al 2%, con

1ml de la muestra de ADN homogenizado a medir.

6.2 PROCESO DE ELABORACION DE CURVA PATRON PARA EL FCL-
600

6.2.1 Pruebas con el GeneQuant

Para la elaboracion de la curva se sigue el proceso descrito en el item 5.5.2 del
capitulo anterior. Como primer paso se cuantificaron las 5 muestras de ADN
con el GeneQuant a 260 nm, por lo que no requirieron de coloracion. A esta
longitud de onda el GeneQuant entrega datos de concentracion y absorbancia,
como se indica en la siguiente tabla 6.1. Como era de esperar, a menor
concentracion se obtiene menor absorbancia por parte de la muestra. Estos
datos dan una medida de la concentracion de las muestras antes del proceso
de coloracién, lo que permitira determinar la efectividad del proceso de

coloracion.
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Tabla 6.1. Datos de concentracibn y absorbancia obtenidos con el
espectrofotometro GeneQuant pro RNA/DNA Calculador para la muestra en

estudio sin coloracién.

Muestra Concentracioén (pg/ml) Absorbancia
1 27.00 0.540
2 12.17 0.243
3 9.30 0.186
4 5.95 0.119
5 3.95 0.079

Como paso siguiente se tifieron las muestras y se midié su absorbancia con el
GeneQuant a 600 nm. Como ya fue dicho, a esta longitud de onda el
GeneQuant no entrega datos de concentracion, no obstante es posible
calcularla a partir de los datos de absorbancia haciendo uso de la ley de
Bourguer- Lambert- Beer, ecuacién 3.6 del capitulo 3. En la tabla 6.2 se
registran los datos de absorbancia (medida) y concentracion (calculada) para 4
muestras con parametros de coeficiente de absortividad molar (ggpo= 0.033
ml*cm™*ug™’, b=1cm). La quinta muestra (diluida al 3.125%) registré un valor de
absorbancia muy baja, fuera del rango de confiabilidad del equipo, por lo que

se descartd su medida.

Tabla 6.2. Resultados de mediciobn de concentracion de ADN con el

espectrofotometro GeneQuant pro RNA/DNA Calculator a 600 nm

Muestra Concentracion Absorbancia
(ng/ml) Medida
1 12,27 0,405
2 6,07 0,200
3 3,93 0,130
4 2,69 0,089
5 * Descartado
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En el proceso de coloracion cada muestra fue disuelta en 1 ml de colorante de
DFA, lo que en principio debe llevar su concentracion a la mitad. En la tabla 6.3
se observa una comparacion de los datos de concentracidon esperada cuando
se aplica el colorante (50% de la concentracion antes del colorante) y de la

calculada a partir de la ley de Lambert-Bourguer-Beer.

Tabla 6.3. Comparacion de concentraciones.

Muestra Concentracion Concentracion Diferencia de

antes de Calculada concentraciones
colorante después del (ng/ml)
(ug/ml) colorante
(ng/ml)
1 13,50 12,27 1,23
2 6,09 6,07 0,02
3 4,65 3,93 0,72
4 2,97 2,69 0,28
5 1,95 * *

De la tabla anterior podemos observar que en todas las muestras ocurrié una
pérdida de ADN, que se pudo producir en la manipulacion de las mismas en el
proceso de coloracion, debido a que el ADN se pega en las paredes de los
diferentes recipientes donde la muestra ha estado contenida y en las paredes

de las puntas de las micropipetas.

6.2.2 Pruebas con el FCL-600
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Como ya fue expresado, el fotocolorimetro FCL-600 entrega datos de
concentracion a partir de la medida de diferencia de voltajes entre el
fotodetector ubicado en la muestra de referencia y el ubicado en la muestra en
estudio. En adelante no se tomaran medidas con la muestra 5 por las razones

ya citadas. En la tabla 6.4 se presentan dichas medidas.

Tabla 6.4. Medida de la diferencia de voltaje con el FCL-600 para cada
muestra en estudio
Muestra VS1 (V) VS2 (V) AV (V)

1 4.50 3.57 0,93
2 4.48 3,93 0,55
3 4.50 4.03 0,47
4 4.47 4.50 -0,03

Para la calibracion del instrumento se grafican los datos AV para cada muestra
respecto a la concentracion medida por el GeneQuant, de acuerdo con los

datos registrados en la tabla 6.5

Tabla 6.5. Diferencia de voltaje medido por el FCL-600 y concentracién

medida con el GeneQuant

Muestra AV (V) Concentracion (pg/ml)
FCL-600 GeneQuant
1 0,93 12,27
2 0,55 6,07
3 0,47 3,93
4 -0,03 2,69
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A seguir, se grafican estos resultados para observar su comportamiento. En la
grafica 6.1 se observa tan comportamiento. Dato de AV para la muestra 4 no
corresponde al rango de confiabilidad del FCL-600, ya que de acuerdo con su
patrén de funcionamiento no es aceptable un valor negativo para esta

diferencia, por lo que en adelante se descartara la medida de esta muestra.

Grafica 6.1. Medidas de variacion de voltaje con FCL-600.
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6.2.3 Construccion de la curva de calibracién
En la grafica 6.2 se presenta el comportamiento de la diferencia de voltaje

(medido con el FCL-600) con la concentracién (medida con el GeneQuant) para
las 3 muestras en estudio.
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Grafica 6.2. Linealizacion de datos obtenidos con el FCL-600
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De acuerdo con la grafica anterior se puede determinar que la curva de
calibracion tiene una pendiente de 17,56 pg/Vml, con un limite superior de
66,24 pg/ml debido a la maxima variacion de voltaje posible del FCL-600 y una
concentracion de 2,67 pg/ml como limite inferior obtenido de la tabla 6.5. La

ecuacion que representa esta relacion esta dada por

C=17,56AV - 4 (6.1)

con un error de: 1,52ug/Vml

Con esta grafica sera posible en adelante arrojar datos de concentracién de

ADN a partir de la medicion de datos de diferencia de potencial en el FCL-600.
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6.3 CUANTIFICACION DE ADN EN MUESTRAS CON CONCENTRACION
DESCONOCIDA CON EL FOTOCOLORIMETRO FCL-600

Para comprobar que la recta de calibracion es valida para diferentes
concentraciones, esto es, que el FCL-600 esta listo para mediciones, se realizd
el procedimiento de medicion para dos muestras de concentracidon
desconocida. Los valores calculados a partir de la curva de calibracién fueron
comparados con las concentraciones obtenidas midiendo con el GeneQuant
pro RNA/DNA Calculador. La fotografia de la figura 6.6 muestra el dispositivo

con una muestra tefida y la muestra de referencia.

Figura 6.6. Medicion de muestras tenidas con DFA, usando FCL-600.

Para la primera mediciéon se utilizo ADN comercial de E. Coli (cortesia
laboratorio bajas temperaturas Universidad del Cauca), se tifidé y se midié con
el FCL-600. El resultado fue de 12,20 pg/ml.
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En la segunda medicion se utilizé una muestra de ADN de un voluntario y se
obtuvo una concentracion de 51,25 pg/ml. Ambos valores se llevaron a la

curva de calibracién como se muestra en la grafica 6.3.

Grafica 6.3. Datos de concentraciéon medida con el FCL-600 sobre curva de

calibracion.
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Las dos muestras fueron medidas con el GeneQuant pro RNA/DNA Calculator

y se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 6.6. Muestras con concentracion desconocida medidas con el FCL-600 y

el Gene Quant

Muestra FCL-600 GeneQuant Diferencia
E.Coli 12,20 12.45 0.25
Voluntario 51,25 51.28 0.03

Para la muestra de ADN de E. Coli 12.45pug/ml y para la muestra de ADN del
voluntario 51.28 pg/ml. En la tabla 6.5 se registran estos datos y la diferencia
entre ellos. Esta diferencia esta dentro del margen de error encontrado a partir
de la curva de calibracion del FCL-600, lo que garantiza confiabilidad en su

funcionamiento.
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CONCLUSIONES

En la ejecucion del proyecto se presentaron inconvenientes de diferente indole
como limitaciones de disponibilidad de los elementos, laboratorios, ceses de
actividades de la Universidad y presupuesto. A pesar de todo ello se alcanzé el
objetivo general del proyecto, es decir, se hizo el disefio y la construccidén de un
equipo para la medicion de concentracion de ADN en sangre, al que se
denominé fotocolorimetro FCL-600. Los datos tomados con el instrumento
fueron validados con el espectrofotometro GeneQuant pro RNA/DNA calculator

disefiado y fabricado conforme a un sistema de calidad aprobado (ISO 9001).

Durante el proceso de disefio y construccion del instrumento se llegé a

conclusiones de tipo técnico tales como:

» El bulbo de radiacion utilizado se escogid por su disponibilidad y su
bajo costo, logrando obtener la radiaciéon deseada, sin embargo hay
mucha perdida de intensidad de luz que podria ser aprovechada para
obtener mejores resultados, ampliando el rango de medicion y la

precision del equipo.

» El sistema de lentes utilizado para la colimacién de luz no son los
optimos, obteniendo una cantidad de luz minima para la iluminacién de
las muestras, teniendo perdidas significativas en la potencia irradiada

por la fuente de luz, perdiendo resolucion en la medida.
» EI funcionamiento de los fotodetectores en una configuracion

fotorresistiva (sugerencia del fabricante) no es el mas adecuado debido

a la presencia de ruido, al ser puestos en una configuracion fotovoltaica
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» con un acople de impedancias se optimiza el funcionamiento,

observado en la atenuacion del ruido.

» Es posible construir un equipo para mediciones biomédicas que cumpla
con las exigencias de precision en la obtencion de resultados para
investigacion con bajo presupuesto.

» Durante la realizacion del proyecto salié al mercado un equipo disefiado
y optimizado para la medicién de concentracion de ADN que fue
adquirido por el Grupo de Genética Humana Aplicada de la Universidad
del Cauca, lo que permitié contar con una instrumentacion adecuada y
medicion directa para el proceso de calibracion y comparacion de
resultados del FCL-600.

» Es importante la interaccion entre los diferentes grupos de investigacion
de las diversas areas, con el fin de obtener mejores resultados y la
realizacion de proyectos de gran envergadura. En este trabajo se conté
con la colaboracion del Grupo de Investigacion de Genética Humana
Aplicada (GIGHA), Grupo de Biologia Celular y Molecular, Grupo de
Ciencia y Tecnologia de Materiales Ceramicos (CYTEMAC), Grupo de
Inmunologia y enfermedades infecciosas, Grupo de Optica y Laser
(GOL), Grupo de Fisica de Bajas Temperaturas (FISBATEM), Aguas
Residuales, Departamento de Quimica y los demas miembros del Grupo

de Investigacion en Optica Aplicada y Didactica (GIOPAD).
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ANEXO A

MANUAL DE USO FCL-600

Ubicacion e Instalacion

Cercidrese de que el lugar de instalacién propuesto cumpla con condiciones

ambientales para un funcionamiento seguro:

» Solo para uso en interiores

» Temperatura 10°C a 40°C
El instrumento debe colocarse sobre un estante o mesa plana y dura, que
proporcione soporte adecuado al peso del equipo (2.5 kg) y de modo que el
aire pueda circular libremente alrededor del instrumento. El instrumento tiene

unas dimensiones de (60x 25x 10) cm.

Cerciorese de que no se encuentren obstruidas las entradas ni las salidas del
ventilador de enfriamiento; coloque el instrumento por lo menos a 5 cm de la

pared.

Cercidrese que la correa de comunicacién entre el puerto serial del FCL-600 y

el computador esta conectada correctamente.
Este equipo debe conectarse a un regulador de voltaje de 120 VAC
Encienda el instrumento en el panel posterior del equipo; Espere

aproximadamente 15 minutos después del encendido para que se estabilice la

salida de la fuente de radiacion (lampara halogena).
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Ponga la muestra de referencia (colorante de Difenilamina + agua) y la muestra
en estudio (Difenilamina+agua+ADN) en las cubetas de vidrio. El volumen
minimo que se debe agregar a cada una de las cubetas es de 2 ml para tener

una medida confiable.

Ubique las cubetas en el compartimiento de muestras del FCL-600.

Ponga a funcionar el software del equipo en labView version (6.i)

Espere aproximadamente 5 s para que el software despliegue la medida de
concentracion de ADN en unidades de (ug/ml), asi como la fecha y hora de la

toma de datos, que depende de la configuracion de hora y fecha del

computador donde este instalado el software.
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ANEXO B

RECOMENDACIONES FUTURAS

» Se recomienda utilizar el bombillo halégeno y no una fuente de radiacién
ultravioleta debido a que la exposicion continua a este tipo de radiacion

puede causar cancer en la piel.

» Reemplazando el filtro (FB 600-10 THORLABS) por un filtro de este
equipo, para realizar cuantificacion de ADN con un colorante llamado
Picogreen, que ha diferencia del colorante de difenilamina no esta hecho
con acidos nocivos para la salud, la ganancia de la etapa de
amplificacion es variable debido a que fue puesto un trimer como
resistencia de ganancia, el fotodetector también es sensible a la longitud
de onda de 532 nm, la fuente de luz contiene la longitud de onda de

absorcion del ADN tefiido con picogreen.
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