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RESUMEN

De acuerdo a la OMS, las enfermedades transmitidas por vectores representan mas del 17%
de todas las enfermedades infecciosas, y provocan mas de 700.000 muertes cada afio. Entre estas
enfermedades se encuentra una ocasionada por el virus del Hanta, esta es la enfermedad de fiebre
hemorrégica con sindrome renal que tiene una incidencia anual de 150.000 a 200.000 casos en
regiones como Asia 'y Europa. Este virus también esta presente en América, salvo que se manifiesta
con otras enfermedades, como lo es el sindrome cardio-pulmonar por hantavirus. Este sindrome
es una de las enfermedades que aqueja a la poblacién de nuestro pais y es producido
especificamente por la cepa Andes del virus del Hanta. El vector de esta cepa es el raton de cola
larga o Oligoryzomis longicaudatus perteneciente a la familia Cricetidae que es una familia de
roedores miomorfos que forman parte de la gran superfamilia Muroidea. Existe una gran cantidad
de personas infectadas afio a afio con hantavirus en nuestro pais, y ya se cuentan con 55 casos
confirmados en lo que va del afio 2019, segin datos del Ministerio de Salud de la RepuUblica de
Chile.

Como método preventivo se ha desarrollado un dispositivo inteligente, que utiliza el
trampeo y captura viva de roedores de pequefia envergadura, para colectar muestras biologicas del
animal (orina) y detectar de forma auténoma la presencia de proteinas en ellas. Esta deteccion
puede ser extrapolada para encontrar proteinas especificas de determinados virus, como el
hantavirus, con el fin de encontrar individuos seropositivos en poblaciones de roedores de la
familia Cricetidae. La deteccion de virus en las condiciones que presenta el habitat de estos
roedores, requieren de técnicas robustas, que sean capaces de resistir las adversidades del
ecosistema y no requieran mano de obra especializada ni intervencion humana para su operacion.
Se fabrico e implementd un dispositivo microfluidico basado en papel, para la deteccion de
proteinas a partir de una muestra de orina. Posteriormente, se realiza el envio de los resultados de
manera remota.

Como prueba del funcionamiento del equipo, se utilizaron muestras de orina humana.

PALABRAS CLAVE: hantavirus, pulmonary syndrome, hantavirosis, Microfluidics,

lateral assay.



ABSTRACT

According to WHO, vector-borne diseases account for more than 17% of all infectious
diseases, and cause more than 700,000 deaths each year. Among these diseases is one caused by
the Hanta virus, this is the disease of hemorrhagic fever with renal syndrome that has an annual
incidence of 150,000 to 200,000 cases in regions such as Asia and Europe. This virus is also present
in America, unless it manifests itself with other diseases, such as hantavirus cardio-pulmonary
syndrome. This syndrome is one of that afflicts the population of our country and is produced
specifically by the Andes type of Hanta virus. The vector of this strain is the long-tailed mouse or
Oligoryzomis longicaudatus belonging to the Cricetidae family, that is a family of myomorphic
rodents that are part of the great Muroidea superfamily. There is a large number of people infected
year by year with hantavirus in our country, and there are already 55 confirmed cases so far in
2019, according to data from the Ministry of Health of the Republic of Chile.

As a preventive method, an intelligent device has been developed, which uses the trapping
and live capture of small rodents, to collect biological samples of the animal (urine) and
autonomously detect the presence of proteins in them. This detection can be extrapolated to find
specific proteins of certain viruses, such as hantavirus, in order to find seropositive individuals in
rodent populations of the Cricetidae family. The detection of viruses in the conditions presented
by the habitat of these rodents requires robust techniques that are capable of withstanding the
adversities of the ecosystem and do not require specialized labor or human intervention for their
operation. A paper-based microfluidic device was manufactured and implemented for the detection
of proteins from a urine sample. Subsequently, the results are sent remotely to a database.

As evidence of the operation of the equipment, human urine samples were used.

KEYWORDS: hantavirus, pulmonary syndrome, hantavirosis, Microfluidics, lateral assay
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1.1 ANTECEDENTES Y MOTIVACION

Existe una gran cantidad de enfermedades (producidas debido a la presencia de diferentes
tipos de virus) los cuales afectan a la poblacion humana, principalmente debido al contacto directo
o0 indirecto con animales. Uno de estos virus, es el hantavirus. Este virus estd presente en
continentes como Africa, Asia, América y Europa [1]. Las infecciones por este virus son
particularmente importantes en cuatro zonas geograficas: Lejano Oriente Asiatico, Europa,
América del Norte y América del Sur [2]. Las infecciones por hantavirus tienen una gran
importancia en la salud publica; aparte de su alta tasa de casos de letalidad, la que es de alrededor
del 40% a 50% para el sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) [3], causan una considerable
morbilidad. Por ejemplo, un 5% de los hospitalizados por sindrome renal con fiebre hemorragica
(HFRS) infectados con el virus Puumala PUUV, una de las cepas que ocasiona este sindrome y
afecta a la zona norte de Europa, requieren tratamiento de dialisis renal cronico [4].

Este virus también se encuentra en nuestro pais, donde predomina la cepa ANDES. El
reservorio natural de esta cepa es un roedor silvestre denominado Oligoryzomys longicaudatus
(raton colilargo). Su habitat se extiende desde el extremo sur del Desierto de Atacama hasta el
extremo austral de la X1 Regidon [5]. La letalidad del Sindrome Cardiopulmonar por hantavirus
(SCPH), enfermedad que afecta al hombre producida por la infeccién con la cepa ANDES, es de

alrededor de un 35% con un promedio de 55 casos confirmados al afio [6].

1.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Es escasa la investigacion y desarrollo de tecnologias disponibles referente a la prevencion
de infecciones por hantavirus producto del contacto directo con roedores portadores de la familia
Cricetidae. Los esfuerzos actuales han centrado el foco en el periodo post contagio, por ejemplo,
en el desarrollo de dispositivos para la deteccion del virus en humanos [7]. Podria ser una
alternativa util para reducir los contagios el proveer alternativas que alerten de zonas de riesgo,

cambiando el enfoque actual centrado en las personas infectadas.
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1.3 SOLUCION PROPUESTA

Desarrollar un equipo, capaz de realizar la captura viva de roedores de pequefia
envergadura, similares a los de la familia Cricetidae, reservorio natural del hantavirus. Se podra
colectar y separar en él, a través de filtracion simple por la accién de la gravedad, muestras
bioldgicas de orina.

A través de un dispositivo microfluidico basado en papel, incluido en el equipo, se podra
detectar la presencia de proteinas en el volumen colectado. El funcionamiento del equipo, sera
probado con muestra de orina humana.

Finalmente, los resultados deben ser enviados de manera remota, via conexion GSM a una
base de datos online.

Esta deteccion se podra extrapolar, en pruebas futuras, para detectar la proteina especifica
del virus del Hanta en muestras de orina del roedor.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Disefar y fabricar un dispositivo inteligente, autbnomo y portatil, que permita desarrollar
una prueba de concepto de la captura viva y posterior colecta de muestras biologicas (orina) de

roedores.

1.4.2 Obijetivo Especifico

e Investigar e implementar métodos para la coleccion de muestras bioldgicas (orina) y de
trampeo en pequefios mamiferos.

e Investigar la incidencia del hantavirus en Chile y los métodos preventivos de contagio.

e Estudiar dispositivos microfluidicos para deteccidn de proteinas.

o Disefiar y fabricar un dispositivo microfluidicos para la deteccion de proteinas.

e Estudiar el comportamiento del flujo de fluidos en el microdispositivo.
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e Estudiar e implementar conceptos de electronica de microcontroladores y sensores.
e Implementar un sistema de envio de datos remoto.

e Desarrollar un estudio numérico de la situacion fisica en el dispositivo microfluidico.

1.5 ALCANCES

El alcance es el disefio y fabricacion de un dispositivo, a nivel prototipo, para poder realizar
pruebas de concepto de la presencia de proteina en muestras de orina.

1.6 METODOLOGIAS Y HERRAMIENTAS UTILIZADAS

El desarrollo de esta tesis se definié bajo tres lineas de investigacion, las cuales fueron;
Disefio y fabricacion de prototipos, desarrollo del dispositivo microfluidico para la deteccion
proteica y simulacion numérica de la situacion experimental. Estos involucraron procesos de
manufactura digital como corte laser, mecanizado de piezas por control numérico por computadora
e impresion 3D. También involucro trabajo en laboratorio con componentes y reactivos quimicos

y se utilizaron software de paquetes CFD para realizar las simulaciones pertinentes.

1.7 RESULTADOS ESPERADOS

Como resultados del desarrollo de esta tesis se tendra el disefio 3D y fabricacion de un
prototipo de trampa inteligente de sacrificio, para roedores de pequefia envergadura. Este contara
con un sistema de coleccion y separacion de muestras de orina, un dispositivo microfluidico para
la deteccion cualitativa de proteina en dichas muestras y un sistema electronico que realice la

lectura y posterior envio de los resultados a una base de datos en linea.
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1.8 ORGANIZACION DEL DOCUMENTO

Capitulo I: Introduccién

Este capitulo trata sobre la definicion del problema, objetivos y alcances esperados.

Capitulo 11: Hantavirus
Informacion general referente al hantavirus, métodos de deteccién y prevencion, su

presencia en el mundo y la situacion chilena.

Capitulo I11: Coleccion de Muestras de Orina en Pequefios Mamiferos
Revision de métodos y protocolos para la coleccion de muestras de orina en pequefios

mamiferos (roedores).

Capitulo IV: Dispositivo microfluidico
En este capitulo, se describen los fundamentos para la fabricacion del dispositivo
microfluidico, el estudio de la dindmica de fluidos en los microcanales y su simulacion.
Por ultimo, se revisan las técnicas para la realizacion de inmuno-ensayos, se determina
cudl serd la técnica idonea para la deteccion de proteinas en la muestra recogida y se

documenta la fabricacion.
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Capitulo V: Disefio y Fabricacion del Equipo
Este capitulo contempla el disefio de los prototipos realizados del dispositivo
inteligente. En él se documentan; el disefio 3D, la electronica, materiales y métodos de

fabricacion.

Capitulo VI: Costos

Capitulo VII: Resultados y Discusion
Se describen y discuten los resultados de los experimentos realizados, la simulacién
numérica y de la fabricacion de la version final del equipo.

Capitulo VIII: Bibliografia

Capitulo IX: Anexos
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2.1 GENERALIDADES

Existe una gran familia de virus llamada bunyaviridae. De ella se desprenden cinco tipos;
Bunyavirus, phlevovirus, nairovirus, Tospovirus y hantavirus. Los primeros cuatros estan
presentes en artropodos hemat6fagos, mientras que el hantavirus esta presente en roedores [8].

La enfermedad por hantavirus fue conocida en la década del 50°, cuando hubo la ocurrencia
de 3.200 casos de fiebre hemorragica entre las tropas de las Naciones Unidas que participaban de
la guerra de Corea [2]. El agente portador fue descubierto en 1976 y fue denominado Hantaan, por
el nombre de un rio de Corea del Sur donde fue capturado [9]. Luego otros virus similares fueron
identificados tanto en Europa como en Asia, Yy fueron asociados a cuadros intensos de fiebre con
compromiso renal y manifestaciones hemorragicas. Estos presentaron variaciones en los niveles
de gravedad segun el agente causal. Hoy en dia, todos estos cuadros se reconocen como HFRS
[10].

En 1993 se produjo una gran cantidad de muertes en los Estados Unidos, debido a un
cuadro de enfermedad pulmonar fulminante. Estos corresponden a los primeros casos de infeccion
en las américas [11]. Por medio de una investigacion, se descubri6 que la especie era un tipo nuevo
de hantavirus desconocida hasta ese momento. Esta se denomind Virus Sin Nombre (SNV) y la
enfermedad fue nombrada como sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) [12].

Este género representa a los agentes causales de graves enfermedades en humanos que
muchas veces pueden llegar a ser fatales, destacandose el sindrome cardio-pulmonar por
hantavirus (SCPH) que afecta a paises de América del Sur siendo los méas afectados Chile y
Argentina. En 1995 se identifico el primer caso human en nuestro pais, en la localidad de Segundo

Corral en la comuna de Cocham¢ [13].

2.2 DEFINICION

El virus del Hanta, posee un genoma particular trisegmentado; segmento S, segmento M y
segmento L. EI primer segmento codifica las proteinas N y NEP; el segundo segmento esta
disefiado para codificar la proteina G1, G2 y NEm; y el ultimo segmento, cumple la funcion de

codificar ARN polimerasa. Tienen forma oval o esférica con 70-120 nanometros de didmetro. La
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nucleocapside se encuentra rodeada por la envoltura viral, conformada por uno de los tres
segmentos de ARN y la proteina N [8].

Se han reconocido diferentes cepas dentro del género del hantavirus. Desde una perspectiva
evolutiva, los hantavirus se han adaptado y coevolucionado a diferentes especies por millones de
afios. En roedores, el virus esta presente en la familia Cricetidae en las subfamilias; Arvicolinae,
Neotominae y Sigmodontinae, incluyendo campafoles y leminos del hemisferio norte, y ratones y
ratas del nuevo mundo. Y también en roedores Muridae en la subfamilia Murinae incluyendo

ratones y ratas del viejo mundo.

2.3 CEPASY RESERVORIOS

Los hantavirus americanos provienen de la familia sigmodontinae y pueden causar el
sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) cdmo se conoce en Chile o el sindrome pulmonar
por hantavirus como se denomina en Norte América. En Europa y Asia. los hantavirus provienen
de la familia murinae y arvicolinae. El contagio en éstas zonas del mundo, puede producir fiebre
hemorrégica con sindrome renal. Los hantavirus americanos que mas casos humanos (notificados)
han provocado son el Virus Sin Nombre (SNV) del ratén americano Peromyscus manicuatus, y el
Virus Andes (ANDV) del ratdn sudamericano Oligoryzomys longicaudatus. Estos se hacen ain
mas relevantes debido a su elevada letalidad observada, que flucta entre un 40-60% [8].

Varios miembros del género hantavirus provocan diferentes formas de la fiebre
hemorragica con sindrome renal, donde los primeros casos de esta antigua enfermedad fueron
descritos en Rusia en el afio 1930 [14]. Los cuatro virus que han sido asociados con HFRS, fueron
bautizados segun las regiones donde por primera vez fueron aislados de sus reservorios. Estos son;
Apodemus agrarius para el virus Hantaan, Rattus norvegicus y Rattus para el virus Seoul,
Clethrionomys glareolus para el virus Puumala y Apodemus flavicollis para el virus Dobrava [4].
En la imagen 1 se puede apreciar las relaciones de los diferentes tipos de virus y sus vectores
(portadores), divididos en sus cuatro grandes familias, y también las apariciones recientes de

versiones del virus del Hanta en la familia de insectivoros.
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FAMILIA SIGMONDONTINAE FAMILIA NEOTOMINAE

INSECTIVOROS
(NUEVAS VERSIONES DEL VIRUS)

TPMV

FAMILIA MURINAE

FAMILIA ARVICOLINAE

CRICETIDAE
MURIDAE
INSECTIVOROS

=

Imagen 1 Arbol filogenético de los diferentes hantavirus portados por roedores e insectivoros.
Adaptada de [4]. HTNV, virus Hantaan; SEOV, virus Seoul; DOBV, virus Dobrava; SAAV, virus
Saaremaa; PUUV, virus Puumala; TULV, virus Tula; PHV, virus Prospect Hill; BLLV, virus
Blood Land Lake; ISLAV, virus Isla Vista; KHAV, virus Khabarovsk; TOPV, virus Topografov;
SNV, virus Sin Nombre; NYV, virus New York; MGLV, virus Monongahela; ELMCV, virus El
Moro Canyon; RIOSV, virus Rio Segundo; MULYV, virus Muleshoe; BAYV, virus Bayou; BCCV,
virus Black Creek Canal; LANV, virus Laguna Negra; RIOMV, virus Rio Mamore; ANDV, virus
Andes; TPMV, virus Thottapalayam.

El virus Hantaan de Corea y el Dobrava de Eslovenia, estan asociados con formas similares
de HFRS, presentando caracteristicas en primera instancia de falla renal, donde posteriormente se
pueden producir edemas pulmonares y coagulacion intravascular diseminada (DIC), con un rango
de mortalidad estimada de entre un 5-15%. En el caso del virus Seoul, se produce una forma
moderada de HFRS, que se ha esparcido por Europa y Asia, asi como su reservorio. [15]. En el
anexo Al se muestran las caracteristicas de algunos tipos de hantavirus.

En la década del 90 se confirmo la presencia del hantavirus en las poblaciones de roedores
del pais, con la aparicion de los primeros casos confirmados del sindrome pulmonar por hantavirus.
Se despleg6 un amplio operativo de control y prevencidn por parte del sistema de salud de Chile,

para evitar que se propagara a otras zonas del pais. A través de las investigaciones realizadas y de

10
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la informacién obtenida a raiz de los brotes de esta enfermedad en Estados Unidos en el afio 93°,

se pudo establecer que el reservorio del virus en Chile eran roedores silvestres [13].

2.4 ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DEL HANTAVIRUS EN LOS RESERVORIOS

Como se menciond anteriormente, roedores de diferentes familias son portadores de
diferentes variedades del virus del Hanta. Por tanto, es altamente probable que, en lugares donde
se encuentren colonias de estos animales, haya contagios y, en consecuencia, casos de
enfermedades como el sindrome pulmonar por hanta virus. Una de las principales vias de
transmision del hantavirus a humanos es a través de la inhalacién de aerosoles que contienen el
virus. Estos son excretados por los roedores infectados. Estudios de laboratorio y de campo,
confirman que los roedores infectados con hantavirus son reservorios estables que dispersan el
virus a través de la orina, heces y saliva sin mostrar signos aparentes de enfermedad [16]. Por el
contrario, en otros virus de la familia Bunyaviridae, que se transmiten dentro de la poblacién de
roedores a través de artrépodos, se plantea la hipdtesis de que la transmisidn entre roedores ocurre
por encuentros agresivos 0 por contaminacion ambiental. Esto a través de la excreciones de
roedores infectados [17]. Por este motivo las heridas y cicatrices se interpretan como sefiales de
encuentros intra-especificos [18].

Estudios previos sobre reservorios de hantavirus en diferentes paises, demuestran que en
la prevalencia de infeccion es mayor en individuos adultos, que en jovenes o sub-adultos y en
machos que en hembras. Por esto, se entiende que el método principal de mantenimiento del virus
es la transmisién horizontal ocasionada por; contacto agresivo, , el efecto de la edad que lo expone
durante un tiempo prolongado al virus o el tamafio del area de accion de sus individuos [19].

Experimentos realizados en Oligoryzomys longicaudatus, no encontraron relacion entre la
prevalencia de heridas y la presencia de ANDV [17]. En el trabajo de Piudo et al (2012) [20] se
evalud y determiné que el sexo, la edad, masa corporal y las heridas fueron factores importantes
para determinar la circulacion y persistencia del virus dentro de la poblacion del reservorio natural
del virus. Se concluy6 en este estudio que la probabilidad de que un macho adulto, con heridas
presente anticuerpos contra ANDV aumento con el incremento de la masa corporal. Y el valor de

esta era mayor al 80% en individuos con masas corporales mayores a 44 g. Esto demuestra la

11
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importancia de identificar las caracteristicas epidemioldgicas de cada especie en la transmisién del
virus ya que afectan la incidencia de posibles contagios en humanos.

La variacion en la densidad de la poblacion de roedores es un factor muy importante en la
aparicion de casos de sindromes asociados a hantavirus. Esta variacion se ve influenciada por;
cambios climaticos, variacion en la oferta de alimentos, presencia de predadores, etc. En Chile el
florecimiento de Chusquea quila y de otras especies de gramineas, tienen un importante efecto en
el crecimiento de la sobrepoblacion de roedores silvestres, debido a la gran cantidad de semillas
que produce esta planta y que sirve de alimento para estos animales. Este fendmeno, que ocurre
cada 20 afios, representa la gran causa del brote epidémico ocurrido en la zona sur de nuestro pais.
Otra causa es la actividad en las zonas rurales de la gente que vive en esas areas, debido a las
precarias condiciones de saneamiento y las precarias condiciones estructurales en sus viviendas lo
que facilita el contacto expuesto con los roedores o sus excreciones. Otro grupo de riesgo son las
personas que realizan actividades de excursiones o al aire libre y no toman el resguardo necesario
para evitar el contagio. Existe, por tanto, una importante variedad de factores ambientales que

inciden en la presentacion de contagios en humanos.

25 DIAGNOSTICOS ESPECIFICOS EN INFECCIONES HUMANAS POR
HANTAVIRUS

Frente a la sospecha clinico-epidemiologica de infeccién aguda por hantavirus, se debe
optar por el diagnostico especifico realizado por un laboratorio que certifique o descarte la posible
infeccion. El laboratorio debe contar con test de diagndstico sensibles y especificos, que detecten
en una etapa temprana la infeccion. las técnicas para el diagndstico en humanos se mencionan a

continuacion.

2.5.1 Pruebas seroldgicas

El método mayormente utilizado, para la deteccion de infecciones agudas, es el de
deteccion de inmunoglobulina M o IgM especifica anti hantavirus [6]. La respuesta a IgM se
desarrolla a los pocos dias de producida la infeccion. Esta acompafia al paciente convaleciente por
al menos 6 a 8 meses. Este diagnostico puede ser acompafiado por la deteccion de la

inmunoglobulina (Ig) G. La aparicion de IgG especifica ocurre a los pocos dias después de la
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apariciéon de IgM y acompafia al paciente por varios afios. Para la deteccion de IgM se prefiere
utilizar test tipo ELISA por su alta especificidad. Es importante tener en cuenta las caracteristicas
de los antigenos utilizados, dado que, a mayor homologia antigénica con las cepas de una
determinada zona, mayor sera la sensibilidad del test. En las cepas presentes en América del Sur,
parece haber mayor cercania antigénica, no asi con las presentes en el Hemisferio Norte. Por este
motivo las pruebas seroldgicas que solo contienen material antigénico de estos virus no son
recomendadas para el diagnostico de contagios producidos en Chile por ejemplo y que puedan
provocar SCPH [6,8].

2.5.2 Deteccion viral

Otro método utilizado es la deteccidn de proteinas virales o antigenos. Este tipo de test
permite detectar un tipo especifico de cepa del virus. Es utilizado como diagnostico rapido y se

utiliza para su fabricacion test del tipo inmunocromatograficos [21], por ejemplo.

2.5.3 Acidos nucleicos

Otra opcion es la deteccion de ARN, desde muestras de sangre u otros tejidos obtenidos a
partir de autopsias. En este método es utilizada la técnica de transcripcion reversa de polimerasa
en cadena (RT-PCR) [8]. Esta técnica es la sintesis de un ADN monocatenario, mediante un ARN
monocatenario como plantilla, ayudado por transcriptasas reversas [22]. Si es detectado ADN, en

condiciones especificas, se asume la presencia del ARN de hantavirus en la muestra en estudio.

2.5.4 Inmunohistoquimicas

Esta opcidn consta de la deteccion de antigenos virales, desde cortes de tejidos mediante
técnicas inmunohistoquimicas. Pruebas inmunohistoquimicas de tejidos fijados con formol, que es
un compuesto quimico utilizado para la conservacion de muestras biologicas, y anticuerpos mono

y policlonales, han demostrado ser un método sensible para la deteccién de hantavirus [23].
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2.5.5 Aislamiento viral

El cultivo viral en células Vero EB, es otra alternativa para la deteccion de hantavirus. Estas
células son continuas y pueden replicarse en varias ocasiones sin envejecer. Una o dos semanas
después de la inoculacién, se puede detectar las células infectadas con virus hanta [24]. Este no es
un procedimiento apropiado para estudiar la ocurrencia de contagios en humanos, porque es un
procedimiento lento y de bajo rendimiento que involucra alto riesgo de contaminacion viral en el
laboratorio [25].

2.5.6 Técnicas de diagndstico rapido

Existen dos Kits comerciales, verificados por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP),
para el diagndstico rapido de la presencia de contagio con el virus del Hanta, a través de la

deteccion de anticuerpos IgM, especificamente en las cepas ANDV, PUUV y SNV [6].

26 DETECCION DE INFECCIONES POR HANTAVIRUS EN ROEDORES E
INSECTIVOROS

Los hantavirus causan en roedores portadores infecciones persistentes por lo que virus
infecciosos y anticuerpos especificos para esos virus estan presentes. Esto se presumen también
para insectivoros, a pesar de que no existan estudios suficientes que avalen esto. Un protocolo para
la deteccion de Hanta virus en roedores es descrito en el Anexo A2.

Este protocolo ha sido utilizado exitosamente por grupos de investigacion que han logrado
encontrar nuevas cepas de hantavirus; como el virus tula [26]. El test seroldgico inicial se aplica
si es usado trampeo de animales vivos, ya que no necesita que el individuo sea sacrificado[4].

En este sentido desarrollar un equipo que pueda aplicar un test seroldgico similar al descrito
en el protocolo anterior, y que opere de forma autdnoma representaria un gran avance y aporte en
el trabajo ya realizado en laboratorio, permitiendo identificar la presencia de virus en los roedores
capturados y también en el levantamiento de datos fisiol6gicos muy Utiles en investigacion como

lo son el peso, por ejemplo.
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Capitulo I1I: Coleccion de muestras de orina

3.1 GENERALIDADES

La recoleccion de orina es un procedimiento de suma importancia tanto en la practica de
la veterinaria, para revisar el estado de salud de los animales, como en la investigacion cientifica,
donde se evallan los resultados de procedimientos experimentales. La recoleccion de muestras de
orina pura de pequefios mamiferos, como los roedores, requiere procedimientos complejos y
consideraciones especiales, sobre todo por la pequefia cantidad de volumen que es posible colectar
de estos animales sin que deshidraten y se expongan a riesgo vital.

Segln se observa en estudio anteriores [27], los aspectos mas importantes en la recoleccién

de orina son los siguientes:

e Facilidad de recoleccidn

e Calidad de la muestra

e Prevencion dela contaminacion

e Rigor de los procedimientos empleados
e Grado de dolor causado al animal

e Mejorar los métodos para reducir el dolor y el estrés en el animal

La orina constituye el procedimiento final del metabolismo realizado por el sistema renal
y urinario. El analisis de este fluido, es muy Util para la evaluacion del estado del animal y
representa una de las mejores opciones a la hora de realizar diagndstico no invasivo [28].
Se ha definido un criterio para categorizar a los diferentes métodos, segun los siguientes

parametros:

e Facilidad de la coleccion

e Grado de invasividad o severidad de los procedimientos
e Calidad de la muestra

e Prevencion contra la contaminaciéon

e Diferentes grados de dolor o sufrimiento animal durante el procedimiento
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Como animales de experimentacion, son usados ratones y ratas para una gran variedad de
propdsitos. Por lo general se utilizan en experimentacion de infeccidn parasitaria, por ejemplo, o
bacterial, en desordenes inmunoldgicos, estudios oncoldgicos y para el andlisis de enfermedades
humanas de origen genético [29]. Las ratas por su parte, son usadas para estudios nutricionales,
colesterol y enfermedad renal [30]. Se describen a continuacién algunos métodos para la

recoleccidén de orina de roedores.

3.2 RECOLECCION DE ORINA SIN INTERVENCION

3.2.1 Recoleccion de orina de raton utilizando un film plastico transparente

En Kurien y Scofield [31] se describen dos métodos para la recoleccion de orina para
analisis cualitativo. El primero es el método del Unico animal que consiste en permitir que un Unico
raton orine en un film transparente Glad ® (imagen 2). Esto estaba dispuesto sobre hojas de papel
blanco fuera de la jaula de roedor. EI segundo método de mdaltiples animales (imagen 3), consiste
en la separacién de siente ratones en siente compartimientos provisionales formados por
estructuras en forma de X, que fueron fabricadas en carton y dispuestas sobre el film transparente
donde se les permitio orinar. La orina excretada fue aspirada en tubos de micro centrifugacion
utilizando una pipeta por desplazamiento de aire regulable en ambos casos. Se logr6 obtener orina
pura sin ningun tipo de intervencion en un tiempo de 12 segundos. Se obtuvieron volimenes de
10-250 pl. los animales fueron retirados de sus compartimientos tan pronto como hubieron

orinado.
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Imagen 2 Método de recoleccion de orina de un Unico animal utilizando film pléstico
transparente [27].

Imagen 3 Método de recoleccion de orina de varios animales utilizando un film plastico
transparente [27].

3.2.2 Recoleccion puntual de una muestra de orina utilizando un vaso de precipitados

A veces es necesario recolectar orina de un gran numero de animales para un analisis
cualitativo, por ejemplo, para detectar la presencia de glucosuria. En el trabajo de Kosho et al
(1985). [32] se describe un procedimiento simple y eficiente. Este consistia en unir un vaso de
precipitado de poli estireno de 5ml a la pared perineal utilizando cinta adhesiva por las dos caras
(imagen 4). Asi el vaso se podia pegar y despegar cuando se quisiera, aunque después se determino
que este procedimiento podia ocasionar derramamiento de orina y contaminacion con heces. Luego
de adherirse el vaso, se sostenia a la rata por la cola y se estimulaba de forma tactil la espalda del
animal utilizando los dedos de la otra mano (imagen 4). Se determin6 que el 80% de los animales

excretaban entre 0,1 a 0,8 ml de orina en pocos segundos.
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Imagen 4Método para recoger orina de rata a través de un vaso de precipitado [27].

3.2.3 Meétodo de recoleccion de orina por tubo capilar

Hayashi & Sakaguchi [33] demostr6 que se podia utilizar tubos capilares para recoger orina
de ratas Sprague-Dawley macho. La rata se sujetaba con una mano y se presionaba con el pulgar
y el tercer dedo de la otra mano la parta baja del abdomen, en torno a la vejiga, produciendo asi la
excrecion urinaria. La orina excretada era recogida de forma directa e inmediatamente se
depositaba en dos tubos capilares sujetos entre el dedo indice y el dedo corazon. EI método se
encontrd adecuado para analisis de orina rutinarios en ratones y ratas, aunque no fue posible

estimar el volumen de orina recogida mediante este proceso.

3.3 CONTENCION MODIFICADA UTILIZADA PARA LA COLECCION DE ORINA
DE 24 HORAS

3.3.1 Meétodo del embudo de polietileno

En el trabajo de Perline (1971) [34] se disefi6 un aparato para recoger orina de raton
utilizando un embudo de polietileno de 22,5 cm de didmetro. En este se insertd un tamiz de nylon
(1,410 mm de mallado cortado con un didmetro de 12,5 cm) y se coloc6é un tamiz de acero
inoxidable (4,76 mm de mallado/25 mm cortado con un didmetro de 11,25) sobre los bordes del

tamiz de nylon que quedaron hacia arriba. Ambos tamices se sujetaron al embudo realizando 6
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pares de agujeros alrededor de su perimetro y asegurandolos con alambre y luego se recortd el
sobrante de tamiz de nylon (imagen 5). Después se colocd el ratdén en el embudo, encerrandolo
con una tapa de plastico agujerada para la ventilacion. Se dispuso finalmente el dispositivo en un
soporte adecuado y se colocd un vaso de precipitado debajo del mismo. No se documento la

cantidad de orina colectada por el dispositivo.

+ Suministro de agua
cubeta
4 Comedero

+———Soporte de la jaula
Rejilla de acerg ——3\ = = = = = =
inoxidable
Tubo de polietileno  ——s|

Placa ——

[—Vaso de precipitados

— Orina

Plastilina

Imagen 5 Sistema sencillo y econdmico para coleccion de orina de raton [27].

3.3.2 Dispositivo para la recoleccion de orina de 24 horas en ratones

En el trabajo de Jones et al (1973) [35] se documenta un dispositivo para la coleccién de
orina de un unico ratén. Se componia de una jaula para animales Gridweld (17,5x17,5x15 cm), un
embudo de aluminio calibre 24 de 20 cm2 con un orificio de 0,94 cm de diametro en el vértice y
un tubo de polietileno (12,5 cm de largo y 0,78 cm de diametro). La jaula se mantiene dentro del
embudo y debajo de ella se coloca una rejilla de acero inoxidable (3,360 mm/25mm). El embudo
y la rejilla se bafian en silicona para reducir la superficie de tensién y facilitar el paso de la orina.
El tubo de polietileno permanece en el recipiente de recoleccion y sobresale por el embudo,

evitando asi el paso de las heces al recipiente, pero sin impedir el paso de la orina. El raton es
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colocado en el dispositivo y se le permitié aclimatarse durante 24 horas antes de comenzar la
recoleccion de orina. Luego se colectaba la orina durante 16 horas y luego se retiraba el embudo

y se pasaba a dar alimento por un periodo de 8 horas.

34 METODOS CON JAULAS METABOLICAS COMERCIALES PARA LA
RECOLECCION DE ORINA DE 24 HORAS

Numerosa es la cantidad de jaulas metabdlicas comerciales para contener animales de
experimentacién con el objetivo de obtener muestras de orina. Entre las méas utilizadas
encontramos a Harvard Apparatus, MA, USA [36] y Tecniplast, NJ, USA [37].

Estas jaulas estan construidas para separar de forma efectiva las heces y la orina en tubos
dispuestos en el exterior de la jaula. El proceso es muy eficiente, obteniéndose una separacion
completa, sin contaminacion de la orina y sin ninguna posibilidad de que la orina entre en el
contenedor de las heces. La construccion de una jaula metabdlica comercial es la siguiente:

El individuo se mantiene en un compartimiento de policarbonato transparente y resistente
a las mordeduras provisto con respiraderos. También, cuenta con un compartimiento para la
comida fuera de la jaula que contiene un cajon con alimento. Este se puede abrir desde el exterior
de la jaula, haciendo més facil asi la reposicion del alimento y evitando la contaminacion de la
orina. El contenedor del alimento es pequefio, lo que evita que el raton pueda dormir en él. Las
jaulas tienen bebederos calibrados a prueba de derrames, para evitar que el agua entre a la jaula.
Los tubos para la recoleccion de orina y heces estan hechos de polimetilpenteno (PMP)
impermeable, permitiendo que estas fluyan dentro de los tubos recolectores respectivos. Los
desechos pueden retirarse sin molestar al animal, lo que permite que las pruebas puedan realizarse
por periodos de tiempo prolongado. También todos los componentes de la jaula pueden
esterilizarse.

Se han descrito diferentes modelos de jaulas metabolicas para la recoleccion de orina de
animales, pero no se ha demostrado con claridad que estos procedimientos no sean estresantes para
los animales, lo que es especialmente cierto en animales que se alojan en jaulas mucho mas
pequefias que las dimensiones recomendadas para alojar animales de laboratorio para
experimentacion [38]. También las jaulas metabdlicas estan construidas con mallas de alambre

como piso para el compartimiento del raton. Esto puede conllevar a incomodidad para el animal o
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incluso dafos en los tejidos de las patas si el alojamiento es por un tiempo prolongado, mayor a
24 horas, produciendo ulceras por presion [39]. Se ha demostrado la importancia del bienestar
animal en la obtencion de buenos resultados experimentales [40]. Por otro lado, el costo de
adquisicién de estos equipos es muy alto y esto es debido a la calidad de materiales que utilizan
en la fabricacion, la eficiencia que proveen los sistemas de coleccion y tratamiento de muestra que
proveen estos equipos, y que aseguran los fabricantes, y la falta de alternativas en el mercado.
Habitualmente a los roedores se les ha mantenido en habitaculos pequefios en condiciones
altamente estandarizadas, con el fin de reducir la variabilidad de los resultados en las
investigaciones. El énfasis en las condiciones de hospedaje del animal se ha puesto en proporcionar
elementos que ayuden al animal a alcanzar ciertas condiciones de rendimiento. También se ha
demostrado que un entorno méas complejo, comparado a la jaula regular, reduce las respuestas de
ansiedad [41]. El sistema actual de alojamiento no satisface los requerimientos del comportamiento
animal, a pesar de incluir habitaculos de comida y agua. Los roedores han demostrado tener un
variado repertorio de comportamientos, que se ve interrumpido cuando se exponen a condiciones
convencionales de laboratorio. Por consiguiente estos animales presentan comportamientos no
habituales lo que indica que estan sometidos a cuadros de estrés [42]. Alojar roedores en jaulas
que los exponen a aislacion social, pisos de grilla, pequefio espacio y falta de material para hacer
un nido puede causar cambios fisioldgicos debido a las respuestas ocasionadas por el estrés. Alojar
roedores en jaulas metabolicas puede constituir un potencial problema de bienestar para estos. Las
jaulas metabdlicas tradicionales necesitan ser desarrolladas para ser mas eficientes en la coleccion
de la orina y heces, mientras que permiten a los animales desarrollar sus comportamientos
naturales, como por ejemplo anidar [43].
En el Anexo A3 se muestra una tabla comparativa de los métodos para la recoleccion de orina en

pequerios roedores descritos en la literatura.
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41 GENERALIDADES

Recientemente se ha producido un considerable progreso en el campo de la
miniaturizacion. Hoy es posible miniaturizar toda clase de sistemas a tamafios micrométricos,
como, por ejemplo; mecanicos, electromecanicos, térmicos, etc. En los afios 80, estos logros
dieron vida a un nuevo campo conocido como Sistemas microelectrico-mecanicos 0 MEMS por
sus siglas en inglés. Tiempo después se diversifico la fabricacion y utilidad de estos dispositivos,
encontrandose aplicaciones para biologia, quimica y biomedicina. Estos sistemas utilizan flujo de
fluidos bajo condiciones poco usuales, que condujo a la aparicion de un nuevo campo de estudio
llamado Microfluidica. Esta puede ser definida como el estudio de flujos de fluidos de variados
tipos y condiciones, en microsistemas del orden de micrémetros a milimetros [44].

Algunos ejemplos de las aplicaciones biomédicas de estos dispositivos son; suministros y
control de drogas; manipulacién, deteccion y transporte de ADN y proteina, entre otros [45]. Este
Gltimo tiene un especial aporte para esta tesis, dado que uno de los objetivos es poder detectar la
presencia de proteina (albumina) en muestras de orina.

Microfluidica en general consiste en dos grandes componentes:

e Modelamiento tedrico y numeérico.

e Fabricacion y métodos experimentales

En el siguiente capitulo se mencionaran los diferentes métodos para deteccion de proteinas
en microsistemas y se escogera al méas idoneo. Luego, se estudiaran y aplicaran distintos métodos
de fabricacion. Finalmente, a los dispositivos creados se les realizara pruebas de laboratorio para

testear su capacidad como biomarcadores.
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42 MODELAMIENTO TEORICO-NUMERICO Y OBTENCION DE DATOS
EXPERIMENTALES

4.2.1 Deteccién de biomoléculas y biomarcadores

Para facilitar el diagndstico temprano, se debe poder identificar el tipo de infeccion o el
biomarcador clave asociado a la enfermedad del paciente. El proceso de identificacion incluye
colectar muestras del paciente, como; saliva, sangre, orina. A través de técnicas de laboratorio con
ajustes clinicos es posible testear estas muestras en busqueda de patdgenos o biomarcadores
especificos como proteinas, azlcares, u otras biomoléculas relevantes para ciertas enfermedades.
Nuevos enfoques han sido desarrollados para aislar, detectar y cuantificar patdgenos y
biomarcadores, otorgando asi indicios de la progresién de una enfermedad [46]. La imagen 6,
muestras los diferentes dispositivos microfluidicos para algunas de las areas de uso mas

importantes.

Biomarcadores Bacterias

Muestras de padentes

Deteddn con
teléfonos inteligentes

Imagen 6 Dispositivos microfluidicos para biomarcadores, células humanas, bacterias, y
deteccion de virus. Adaptado de [46].
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En el extremo izquierdo superior de la imagen 6, se encuentran los biomarcadores que son
indicadores medibles de la presencia de algun estado de enfermedad. De entre los métodos y
dispositivos microfluidicos utilizados para biomarcadores, los mas representativos son los ensayos

de flujo lateral y los dispositivos microfluidicos basados en papel.

4.2.2 Ensayos de flujo lateral (LFA)

Los ensayos point of care (POC) basados en ensayos de flujo lateral (LFA) han tenido un
rapido desarrollo como estrategias para el andlisis cualitativo y cuantitativo. Los ensayos de flujo
lateral, son realizados sobre una tira, conformada por variados componentes y ensamblada en un
sustrato plastico. Estos componentes son,

e Almohadilla de muestra (Sample pad)
e Almohadilla del conjugado (Probe pad)
e Membrana de nitrocelulosa (Detection membrane)

e Almohadilla de adsorcién (Adsorbent pad)

Agentes pre-inmovilizados, en distintas zonas de la tira, se activan a medida que fluye
sobre ellos el fluido de muestra. Las caracteristicas méas destacables de los LFA son; analisis
rapido, bajo costo operacional, instrumentacion simple, poca o ninguna interferencia debido a la
separacion por cromatografia, alta especificidad y estabilidad de largo plazo en diferentes

condiciones de medioambiente [47]. La imagen 7 muestra la configuracion basica de un LFA:

Almohadilla de Almohadilla de Membrana de deteccién

muestra sonda
W W

Almohadilla absorbente

Linea de test Linea de control

Sonda

Imagen 7 Esquema tipico de un ensayo de flujo lateral (LFA) [48].
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La almohadilla de muestra es donde se deposita la muestra en estudio. La almohadilla del
conjugado es donde se deposita el marcador de bioreconocimiento, que usualmente es particulas
de oro coloidal. La membrana de nitrocelulosa realiza un aporte fundamental en la sensibilidad del
test. Esta se encuentra en diferentes grados, que corresponde a diferentes densidades, porosidades
y, en definitiva, diferentes caracteristicas de transporte. La membrana de nitrocelulosa es dividida
por dos lineas dibujadas sobre ella, siendo estas de test y de control. La linea de test se busca fijar
y, por tanto, aumentar la concentracion del Analito que se busca en la muestra. En ambas lineas se
genera una reaccién de cambio de color, que, con una simple inspeccion visual, proporciona el

resultado del test (linea de test) y nos dice si el test fue realizado correctamente (linea de control).

4.2.3 pUPADs

Los dispositivos microfluidicos analiticos basados en papel o UPADs, son similares a los
LFA, salvo que en estos son grabadas barreras hidrofobicas que delimitan el flujo del fluido de la
muestra, también no tienen dibujadas dos lineas para mostrar el resultado del test, entre otras
caracteristicas, permitiendo asi una amplia variedad de posibilidades. Los pPADs han ganado un
gran interés en los ultimos afios debido a su facil uso y bajo costo. El tipo y el recubrimiento del
papel, para generar las zonas hidrofébicas e hidrofilicas, y la geometria del dispositivo, permiten
diferentes configuraciones que ayudan a detectar una amplia gama de biomoléculas. Como
limitacion de estos dispositivos, se encuentra la incapacidad para detectar las concentraciones de
las biomoléculas deseadas, esto sin ayuda de equipos de laboratorio adecuados [44]. Existe algunos
dispositivos que escapan de la norma y que logran entregar resultados cuantitativos, pero estos
ensayos requieren condiciones controladas para operar de la manera adecuada.

Para detectar biomoléculas en estos dispositivos, en la mayoria de los casos, se graban
patrones en el sustrato de papel con quimicos para marcar y encontrar las moléculas deseadas a
través de un cambio de color que es facilmente reconocible a simple vista, o integrando un
electrodo impreso con productos quimicos de deteccion en el papel, proporcionando asi un output
eléctrico o electroquimico-luminiscente. Algunos UPAD son disefiados para detecciones
simultaneas de glucosa, nitratos y proteinas, utilizando actuadores basados en papel y lecturas
colorimétricas, permitiendo asi la deteccidn de variadas moléculas [45]. Estos simples dispositivos

proveen nuevos metodos que son viables para el testeo medico en areas poco desarrolladas del
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mundo, debido a su relativamente larga vida Gtil, facil transporte, bajos requerimiento de equipos
y bajo costo de fabricacion. En la imagen 8 se puede apreciar WPADs de diferente fabricacion y

alguna de las detecciones que se pueden realizar en ellos.

PROTEINA GLUCOSA

Imagen 8 WPADs fabricados con cera donde; a) patron a mano alzada, b)impresion con
inyecciodn de tinta en papel de nitrocelulosa y repaso a mano alzada con lapiz de cera, ¢)
impresion dedicada de cera; d) [49], test a una muestra de orina [50].

4.2.4 Seleccion del tipo de dispositivo de trabajo

En esta tesis se realizard, debido a su versatilidad, la fabricacién de uPADs para la
deteccion de proteina en muestra de orina. Se buscara realizar la deteccion de una proteina que sea
de alta concentracion y estandarizacion en plasma y orina, para esto se utilizara albimina. Esta es
la proteina méas abundante en el plasma sanguineo humano y en la orina, y juega un rol muy
importante en las funciones fisiologicas incluido el mantenimiento de la presién osmotica coloide.
También tiene efectos antioxidantes y anticoagulantes, actla como transporte para factores
nutricionales y drogas. En la tabla 1, se aprecian los valores normales de concentracion de

albumina en humanos [48],

28



Capitulo IV: Dispositivo Microfluidico

Tabla 1 Valores de referencia de concentracion de referencia de albdmina en muestras de orina
humana.

N° de sujetos Método pg/mi pg/min mg/24h Referencia
100 adultos FIA 0,2-17,3 0,8-14,6 1,1-21,0 [49]
20 adultos RIA 5-20 3,6-23 [50]
11 adultos RIA 8,13 71 10,2 [51]
20 nifios ELISA 1,2-15,9 1,7-22,9 [52]
NHANES II1? FIA 30 2,9-4,4 [53]
646 adolescentes FIA [54]

2 Es el The National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES por sus siglas en inglés)

Para detectar esta proteina existen diversos métodos. De entre ellos se ha escogido el verde
de bromocresol que es un indicador organico para valoracion acido-base. Pertenece a la familia de
los colorantes llamada sulfoneftalinos. También corresponde a una de las técnicas mas antiguas y
comunmente usadas, debido a su simplezay alta eficacia para la deteccion de albimina en animales
y humanos [55]. Este pasa de un tomo verde amarillento, una vez que es impregnado en el papel,
hasta llegar a tonos de verde a azul, una vez que entra en contacto con la albimina. La
concentracion minima de albumina en orina humana que este compuesto es capaz de detectar y
generar tonalidades de azul en concentraciones de alrededor de 0,0014 g/dL de albdmina [56]. Las

configuraciones del WPAD que se probaran son las siguientes:

A B
V v
A M
V A
M V

Con V = verde de bromocresol, A = albliimina y M = muestra

Imagen 9 Configuraciones del uPAD a desarrollar. Fuente propia.
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Estas configuraciones seran fabricadas y probadas de la siguiente manera. En la primera
configuracién A, se busca emular la de los LFA, donde la muestra es depositada en el extremo
inferior. Luego se encuentra impregnado en la tira de papel una linea de verde de bromocresol, lo
que produce la linea de test. Posteriormente se deposita albimina de suero bovino, la que, al ser
desplazada por el fluido reacciona con el verde de bromocresol que forma la linea de control, al
final de la tira, y genera una reaccion de color.

En la segunda configuracion B, la muestra se deposita en el centro, dejando en el extremo
superior la linea o zona de test, y en el inferior, la linea 0 zona de control. Se probara la capacidad
de los test con estas configuraciones simples.

Las caracteristicas de materialidad de estas configuraciones rectangulares se discutiran en
el apartado de fabricacion. Se realizara, también, una simulacion computacional del
comportamiento del fluido en estas configuraciones rectangulares. Ademas, se buscara realizar
geometrias y configuraciones mas complejas, para ver si es factible agregar nuevas detecciones de
biomoléculas para la misma muestra. Esto sera discutido en el apartado de fabricacion y métodos

experimentales.

425 Modelo teérico

En esta seccion se describird la simulacion computacional realizada. Para ello, primero se
define la situacion fisica, luego se obtienen los datos necesarios para la simulacion, algunos de
ellos experimentalmente, y finalmente se describe la simulacion realizada.

La configuracion B, mostrada en la imagen 9, sera la escogida para realizar la simulaciéon.
La muestra sera depositada en la zona de muestra, que se definié como un cuadrado de 3x3mmy
simula la zona que cubre la gota de muestra una vez que entra en contacto con el sustrato. Luego
se define la zona o linea de test, en la que el Analito (albdmina) debera llegar con la concentracion
adecuada (£10-14 pg/ml para tonalidades de verde y azul), para reaccionar con el agente marcador
(verde de bromocresol) y producir un cambio de color. Finalmente, en el otro extremo se encuentra
la zona de control definida a partir de los 18 mm como lo muestra la imagen 10. En esta zona se
encontrard impregnada en la tira, albimina, la que fluird junto con la muestra hacia la zona donde

estara depositado el agente marcador. Esto nos asegura de que efectivamente se logre una reaccion
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y posterior cambio de color en la zona del marcador, aunque la muestra posea menos de la minima

concentracion de albimina o no tenga en lo absoluto, proporcionando asi la linea o zona de control.

Zong A
» 30.00 _
16.50 zona B
L
) )
g | S|~
o) ™
i
Las cotas estdn en mm. zond de
muestrd

Imagen 10 Dimensiones de la configuracion utilizada para definir la situacion fisica en la
simulacion computacional. Zona A corresponde a la zona de testeo, la zona de muestra es donde
se deposita la muestra de fluido y la zona B es la zona de control. Fuente propia.

Para realizar la simulacion, fue necesario obtener los coeficientes de transporte o de
difusion del fluido sobre el sustrato. Para este caso, se distinguen dos coeficientes de difusion; el
de la orina en el papel en la zona de test y el otro en la zona control. Estos coeficientes fueron
obtenidos experimentalmente.

Este procedimiento consistio en depositar una cantidad determinada de muestra de orina
humana en tiras reactivas hechas de papel de filtro whatman °2, impregnadas con reactivos, verde
de bromocresol y albimina de suero bovino, segun la segunda configuracién B que se muestra en
la imagen 9.

En este experimento se utilizaron los siguientes materiales:

e Papel de filtro whatman °2

e 3 pL de solucidn de verde de bromocresol (BCG)
e 2 L de solucion de suero bovino

e Micropipeta

e Pinzas
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e Guantes quirdrgicos estériles
e 30 pL de muestra de orina humana
e CronOmetro

e Lapiz grafito 2B

Antes de desarrollar el procedimiento experimental del dispositivo rectangular basado en
papel, es necesario preparar las soluciones de reactivos que se van a utilizar. EI procedimiento se
describe a continuacion:

e Para el verde de bromocresol, se disuelven 419mg de verde de bromocresol en 10ml de agua.
Se mezclan 250ml de solucion de verde de bromocresol con 750ml de tamp6n de succinato y
se ajusta el pH a 4,0 con solucién de hidroxido de sodio 0,1N.

e Para el tampdn de succinato, se disuelve 11,8g de acido succinico en 800ml de aguay se ajusta
el pH a 4,0 con 0,1N de hidréxido de sodio.

e Para la albumina de suero bovino, se prepara una solucién en agua bidestilada a una

concentracion de 60mg/ml, y se preparan soluciones seriadas hasta llegar a 5mg/ml.

La imagen 11, muestra el resultado de la configuracion B, elaborada en el papel de filtro
whatman con los reactivos marcados en ella, siendo el lado izquierdo la zona de test y el derecho
la zona de control. Posteriormente, en la imagen 12, se muestra el cambio de color producido por

el contenido de albumina de la muestra de orina.
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Zona de
Test

Zona de Zona de
muestra Control

Imagen 11 Configuracion B impregnada con reactivos en un sustrato de papel de filtro whatman
°2, para pruebas de difusion. Fuente propia.

Zona de

Zona de
Test Zona de

muestra Control

Imagen 12 Generacion de color en configuracién B impregnada con reactivos en un sustrato de
papel de filtro whatman °2,luego de ser depositada una muestra de orina humana. Fuente
propia.

Finalmente se registraron los tiempos que se tardo la concentracién minima de analito en
llegar a las zonas de marcaje y generar la respuesta cromatografica buscada. Los tiempos reflejados
son 9.72 segundos para la zona de test y 12.26 segundos para la zona de control. Con estos datos
y conocida el area de sustrato donde se realiz6 el experimento, es posible obtener ambos

coeficientes de difusion.

4.25.1 Calculo de Coeficiente de Difusién

Area tira reactiva o m?
Diest = — — =7,771x107% —
tiempo difusion test s
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D Area tira reactiva 61175105 m?
=T - vy = 0. X
control = tiempo difusiéon control S

Donde
D, = Coeficiente de Difusion del fluido en la zona de test

D ontro1 = Coeficiente de Difusion del fluido en la zona de control

4.25.2 Calculo de Concentracion en % de masa de la albimina en la orina humana

k
[Albtmina] = 30 29 = 0.03 24
ml m3

kg

pc 1m3 = 1204 kg

Masa solucion = pyrina * Vorina = 1024

kg

. _ 3
1024 ka kg x 100 = 2,953x10

%Masa =

Donde

[Albamina] = Concentracion de albdmina en la orina humana
Porina = Densidad de la orina humana

Vorina = VOlumen de una muestra de orina humana

%Masa = Concentracion en porcentaje de masa de la albimina en la orina humana

En la tabla 2 se resumen las propiedades de interés de los elementos mencionados y datos

necesarios para realizar la simulacion:

Tabla 2 Datos de las propiedades ingresadas a la simulacién.

Propiedad Valor Comentario Referencias
Calor especifico del
) 1012 [J/kg*K] [57]
aire
Calor especifico de la
4178 [J/kg*K] [58]

orina humana
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Conductividad térmica
del aire

Conductividad térmica
del papel de

nitrocelulosa

Porosidad del papel de

nitrocelulosa

Densidad del aire a
293 K

Densidad del papel de
nitrocelulosa
Coeficiente de difusion
de la orina humana
sobre papel de
nitrocelulosa whatman
°2

Coeficiente de difusion
del agua a 293 K
Coeficiente de difusion
de la orina humana
sobre papel de
nitrocelulosa whatman
°2 y en presencia de
albUmina de suero
bovino

Temperatura del papel
de nitrocelulosa
Temperatura de la

orina

0.025 [W/m*K]

0.105 [W/m*K]

0.567

1,170 [kg/m"3]

1150 [kg/m"3]

7,716%107-6 [m"2/s]

6,652*107-6 [m"2/s]

6,117*10"-6 [m"2/s]

293 [K]

296 [K]

Relacion entre el
volumen poroso y el

volumen total del papel

Dato obtenido

experimentalmente

Dato obtenido

experimentalmente

Dato obtenido

experimentalmente

Dato obtenido
experimentalmente
Dato obtenido

experimentalmente

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]
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Concentracion de

albimina en muestra 30 [pg/ml] [53]
de orina humana

% masa de albumina

en muestra de orina 2.953x10"-3

humana

4.2.6 Modelamiento matematico

La situacion fisica estudiada considera fendmenos de difusion en el sustrato de papel, en
dos dimensiones, transiente y donde se asume flujo incompresible, debido al gradiente de
concentracion que existe entre el volumen de muestra y el sustrato. Las ecuaciones que definen el

modelo matematico se describen a continuacion:

4.2.6.1 Transporte de especies diluidas: Ley de Fick

DC—aC+I7VC—DAC+
Dt Ot N S

Donde

C = Concentracion local de masa

V = Campo de velocidades en x, y ; es definido como V = (u(x, y, t), v(x, y, t), 0)
s = Término fuente

D = Coeficiente de difusion de la especie de concentracion C

t = Tiempo

. . . DC . . -,
El primer término o0 corresponde a la derivada material de la concentracion de masa C en

el tiempo, que es la variacion en el tiempo de la concentracion C mientras esta cambia también
segun el campo de velocidades V. La derivada material difiere del coeficiente de difusion del lado
derecho, DAC, que representa la facilidad de movimiento de un determinado soluto en un solvente

y aparece en la ecuacion designado con la misma letra. En esta ecuacion, el término fuente es cero
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debido a que no se afiade concentracién al dominio y el campo de velocidades también es cero,

por lo tanto, se tiene un fendmeno de difusién pura.

4.2.6.2 Continuidad

Dp +pxV/ =0
—_— * —
pt P

Donde

p = Densidad de fluido

Para flujos incompresible, el primer término de la izquierda, Z—‘;, corresponde a la derivada
material de la densidad en funcidon del tiempo, es igual a cero. Esto significa que el cambio de la
densidad en el tiempo, a traves de la trayectoria del flujo de fluido es cero, por lo tanto, se tiene

flujo incompresible.

4.2.6.3 Ecuaciones de Navier-Stokes

—

av
ot

+(V*V)V=—B——Vp+EV2V
PP p

Donde
K = Viscosidad dinamica del fluido
B = Vector de fuerzas volumétricas o fuerzas externas

Vp = Vector gradiente de presion

Las fuerzas volumétricas, que corresponden a la accion de fuerzas como la gravedad, son
despreciables en la micro escala. También, al estar frente a una situacion de difusion pura, se tiene

gue los componentes u, v , que son las respectivas velocidades en x e y, son igual a cero.

4.2.6.4 Ecuacion de Transporte de Energia

DT _ v (kVT) + aui+'
—_— * e —
PCDe TGy 1
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Donde

¢ = Calor especifico del fluido

k = Conductividad térmica
oug ., oy

Ty 2%, =T ox; pVV, corresponde a los esfuerzos de corte viscosos y de presion

T = temperatura
u = Viscosidad dindmica

g = Término fuente

La ecuacion de transporte de energia queda definida como ch—I = kV2T + g, para flujo

compresible a bajas velocidades, asumiendo que no existe un campo de eléctrico, que la energia

interna queda expresada como e = ¢,T = ¢, T = cT y para un coeficiente de calor especifico

, . .. ., . ou; .
constante. Esto porque el término de disipacion viscosa 7;; a—zl es despreciable para n° de Reynolds
j

<<1, como es el caso de la microfluidica [44].
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4.2.7 Simulacién numérica

Son diversos los paquetes de software computacional con los que se puede simular este
tipo de fendmeno. En esta tesis, se utilizar FORTRAN 90 para la simulacién computacional. Este
es un lenguaje de proposito general, orientado a la computacién matematica, en campos como en
el de la ingenieria. FORTRAN es un acronimo de formula translator. Algunas versiones de este
lenguaje son:

e FORTRAN 66
e FORTRAN 77
e FORTRAN 90
e FORTRAN 2000

Para editar, compilar y ejecutar el cédigo escrito en FORTRAN 90, se utilizo el software
Microsoft Developer Studio. Este cédigo tiene incluido, para la soluciéon del problema, el
algoritmo SIMPLE o Semi-Implicit method for Pressure-Linked equations. Este algoritmo ha sido
ampliamente utilizado en mecanica computacional como procedimiento de solucién para las
ecuaciones de Navier-Stokes, si se esta resolviendo iterativamente un problema transiente. Este
método permite:

e Encontrar una aproximacion del campo de velocidades resolviendo la ecuacion de momentum.
El gradiente de presion es calculado usando la distribucion de presion desde la iteracion previa
0 una condicidn inicial.

e Es formulada y resuelta la ecuacion de presion, para asi obtener la nueva distribucion de
presiones.

e Las velocidades son corregidas y un nuevo conjunto de flujos conservativos es calculado.

Para visualizar los resultados y generar graficos, se utilizé el software Tecplot.360 EX. Los

resultados se muestran en las siguientes ilustraciones:

La malla generada fue cuadrada con 116 nodos en X y 98 nodos en Y (imagen 13).
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Imagen 13 Malla utilizada en la simulacion. Se observa el refinamiento de malla sobre la
geometria en estudio. Fuente propia.

En las siguientes ilustraciones, se muestra el avance de la concentracion de analito
(albiimina) en cuatro tiempos diferentes desde iniciada la simulacion. En la imagen 14, se aprecia
que existe una gran concentracion de albumina en el centro de la tira reactiva de alrededor de 28
pg/ml, esto indica que la difusién en el papel es minima a los 3.210 s segundos de iniciada la
simulacion. En la imagen 15 se aprecia un avance de la concentracion hacia el lado izquierdo (zona
de test), que es ligeramente superior al derecho (zona de control). Esto tiene relacion con la
diferencia en los coeficientes de difusion de la orina, en ambos sentidos de la tira reactiva. La
imagen 16 muestra que la concentracion alcanzé niveles de 10-14 pug/ml en el lado izquierdo de la
tira reactiva, tonalidades de rojo intenso segun la escala de color asociada, lo que indica que ha
alcanzado la concentracion minima para mostrar un leve cambio de tonalidad, aunque no tan
notorio, en esa zona de la tira. Algo similar ocurre en la imagen 17 con la zona de control en el
lado izquierdo de la tira reactiva. Con esto se prueba que la simulacion muestra el efecto de la
diferencia del coeficiente de difusion en ambas zonas del test. Finalmente, en la imagen 18 se
aprecia un gradiente de concentracion desarrollado a lo largo de toda la geometria y una mayor

intensidad de color en ambas zonas para los 13.418 segundos.
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M

[Albiimina] % p/p: 0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025

L
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035 0.0375

X [m]

Imagen 14 Concentracion de albdmina en la tira reactiva a los 3.210 s de simulacion. Fuente
propia.

= N

[Albiimina] % p/p: 0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025

b
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035 0.0375

X [m]

Imagen 15 Concentracion de alblmina en la tira reactiva a los 6.834 s segundos de simulacion.
Fuente propia.
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= N

[Albiimina] % p/p: 0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025

o R TN IR MM
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035 0.0375

X [m]

Imagen 16 Concentracion de albimina en la tira reactiva a los 7.349 s de simulacion. Fuente
propia.

N

[Albiimina] % p/p: 0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025

D
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035 0.0375

X [m]

Imagen 17 Concentracion de albimina en la tira reactiva a los 8.580 s de simulacion. Fuente
propia.
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[Albiimina] % p/p: 0.001 0.0012 0.0015 0.0018 0.002 0.0025

Iy L L
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035 0.0375

X [m]

Imagen 18 Concentracion de albimina en la tira reactiva a los 13.418 s de simulacion. Fuente
propia.

En la tabla 3 se muestra una comparacion entre la simulacion computacional de la tira reactiva y
la prueba experimental, realizada con 30 pl de muestra de orina humana. Las imagenes de la prueba
experimental muestran el tiempo desde iniciada la prueba con un cronémetro en la parte inferior
en cada una de ellas. También esta marcada con una “c” la zona de control en la tira reactiva, la
que coincide con el lado derecho de la geometria en la simulacion. Por altimo, se muestra a modo
de comparacion en la parte inferior de la imagen, una tira con la concentracion de albdmina
desarrollada a la que se le realizo la prueba 1 minuto antes. Ambas geometrias, en la tira reactiva
de papel y en la simulacion, tienen las mismas dimensiones.

En el tiempo 1 se aprecia que la tira reactiva de papel tiene un color amarillo con tonalidades de
verde en sus extremos. Esto nos indica que a pesar de haber sido implantada la muestra de orina
hace alrededor de 3 segundos, la concentracion de albumina ni el frente himedo aln alcanzan las
zonas de test ni la de control. En el tiempo 2 se aprecia que el frente himedo ya alcanzo el inicio
de la zona de test en el lado izquierdo de la tira de papel, produciendo un cambio de color muy
leve en el inicio de esa zona (0.013 mm) producto de la humectacién de la zona y en menor medida
de la concentracion de albumina, lo que tiene relacion con la simulacion para el mismo periodo de

tiempo donde se alcanza un valor aproximado de 13.056 pg/ml que corresponde a un valor cercano
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al de la minima deteccién de albumina por el verde de bromocresol. En el tiempo 3 ya se ha
sobrepasado una concentracién minima para generar una respuesta en el marcador de verde de
bromocresol de la zona de test y se aprecia un cambio mas notorio en la zona. Esto sucede para la
zona de control en el tiempo 4, donde ya se ha alcanzado niveles de concentracion de albimina
adecuados para generar un cambio de color y se aprecia el inicio de la coloracion en esa zona. La
diferencia de tiempo entre el inicio de la coloracion de una zona y la otra es producto de los
coeficientes de difusion de cada una de ellas, siendo mayor el de la zona de test. Por Gltimo, se
aprecia en el tiempo 5 el instante donde la zona de control alcanza un cambio de color completo,
logrando un estado similar al de la tira reactiva comparativa que se ve en cada imagen en la zona

inferior.
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Tabla 3 Comparativa de la situacion experimental y la simulacion computacional para cinco tiempos diferentes.

Tiempo Situacion Experimental Simulacién Computacional

[Albamina] % p/p: 0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025

~ RN I BT B
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035
X [m]
[Albumina] % p/p: 0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025
—————

—— n — 1 1 oo
0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225

0.025 0.0275 0.03 0.0325 0.035

X [m]
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0.0125

0.0125

0.015

0.015

[Albiimina] % p/p:

I

0 0.0005  0.001 0.0015 0.002 0.0025

0.0175

0.02

[Albiimina] % p/p:

0.0225 0.025 0.0275 0.03

X [m]

O 2

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025

0.0325

0.0175

0.02

0.0225 0.025 0.0275 0.03

X [m]

0.035

0.035

0.0375

0.0375
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0.0125

0.015

[Albiimina] % p/p:

D 2020

0.001  0.0012 0.0015 0.0018 0.002 0.0025

I
0.0175 002

I [ ST I W L
0.0225 0.025 0.0275 0.03 0.0325

X [m]

0.035

0.0375

Fuente: Propia.
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4.3 FABRICACION Y METODOS EXPERIMENTALES

Uno de los objetivos de esta tesis es desarrollar micro-dispositivos, capaces de poder
detectar la presencia de proteina en muestras de orina humana.

En el apartado anterior se explica a grandes rasgos, y, se documentan los resultados, del
experimento realizado para la deteccion de albumina en papel de filtro, en una configuracion de
una tira reactiva predeterminada. En el presente apartado, se explica el proceso de fabricacion en
detalle. También, se expondra otro método para la fabricacidn de este tipo de dispositivos. Este es

el de inmersion en parafina derretida utilizando un molde de metal.

4.3.1 Fabricacion de dispositivo rectangular en papel de filtro, para la deteccion de
albimina en muestras de orina humana

El objetivo es determinar cualitativamente la presencia de albumina en na muestra de orina
humana. Para esto, se utilizara la técnica del verde de bromocresol. Los materiales para la

realizacidn experimental se describen en el anexo B1:

Las dimensiones de las tiras reactivas fabricadas son las siguientes:

30.00

0.19

5.00

Las cotas estédn en mm.

Imagen 19 Dimensiones de las tiras reactivas rectangulares. Fuente propia.
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El protocolo de fabricacion se describe en el Anexo B4.

Imagen 20 Disposicidén de marcaje con las configuraciones Ay B. Fuente propia.

En la imagen 20 se aprecia la configuracién de marcaje de los reactivos, aloumina y verde de

bromocresol, en las tiras reactivas, segun el esquema descrito en la imagen 9.

Imagen 21 Parejas de tiras reactivas impregnadas con verde de bromocresol y albimina de
suero bovino, segun las configuraciones Ay B. Fuente propia.

En la imagen 21 se muestran cuatro parejas de tiras reactivas. La n°1 sera probada con 30ul de una
muestra de orina, la n°2 con 60pl de muestra y la n°3 con 120ul de muestra, mientras que la n°4

sera probada con 30ul de agua bidestilada.
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41

1172112019 16:05
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Imagen 22 Cambio de color en parejas de tiras reactivas, producto de la difusién de la orina.
Volimenes de muestra de 30, 60, 120 pl y control con agua bidestilada. Fuente propia.

En la imagen 22 se aprecia que, una vez depositada la muestra de orina en cada de una de
las parejas, el frente humedo alcanzd el extremo contrario de la disposicion A (imagen 20), y
ambos extremos partiendo desde el centro de la disposicion B (imagen 20), en un tiempo de 25.54
segundos, 20.28 segundos y 06.12 segundos para las parejas de tiras reactivas 1, 2 y 3
respectivamente. En las parejas de tiras reactivas 1, 2 y 3 mostradas en la imagen 22, se aprecia un
intenso cambio de color desde verde a azul, producto del contenido de albimina de la muestra de
orina. Mientras que, en la cuarta pareja de tiras reactivas, el cambio es mucho menor debido a que,
solo reacciond el contenido de albumina, depositado en la zona de control, que fue desplazado por
la muestra de agua bidestilada. Los ensayos fueron realizados sobre papel de parafina para proveer

una superficie hidrofébica y evitar derrames.

4.3.2 Fabricacion de pPAD a través de inmersion en parafina, para la deteccion de
albimina en muestras de orina humana

Se ha producido un auge en el desarrollo de nuevos métodos para la fabricacion simple y

de bajo costo de microdispositivo como los WPADs [64].Ya que, este tipo de dispositivos,
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representa una excelente herramienta alternativa para el diagnostico de enfermedades en paises en
vias de desarrollo [65].

En este sentido, se busca aplicar, un metodo de fabricacion basado en la inmersion de papel
de filtro en parafina [66], para fabricar microcanales en el sustrato. Luego, se realizan ensayos

cualitativos en las configuraciones desarrolladas y se muestran y analizan los resultados.

La metodologia de trabajo es la siguiente. Sobre una ldmina de vidrio se coloca el papel de
filtro, la cual es la superficie hidrofilica, donde se producira la difusion de la muestra. Luego, se
coloca el molde de metal ferroso, que tiene la forma de la configuracion deseada, encima del papel.
Después, por detras del vidrio se coloca el iman. En presencia del campo magnético del iman, se
imantara el molde metélico, uniendo asi todo el sistema. Finalmente, se sumerge al sistema, dentro
de la parafina, previamente derretida, por 1 segundo. Esto creara una superficie hidrofdbica en el
papel, por todo el contorno de la geometria metélica, creando asi microcanales en el sustrato y el

dispositivo microfluidico. El esquema es el siguiente:

Papel
Ldmina de Ldmina de

vidrio vidrio
Molde

Ensamblaje /
Papel
/

—  Laminade
vidrio

Imdn
Método de inmersidn
Molde de

acero T Barrera
.]’ imén pd
Papel _—
UPAD

H‘““-H,_‘_‘H Areas
Vista frontal Vista posterior hidrofilicas

Imagen 23 Esquema que explica el procedimiento para aplicar el método de fabricacion por
inmersion de parafina. Adaptado de [50].

Los materiales utilizados fueron los siguientes utilizados para la fabricacion se describen
en el anexo B2.
Para el molde metalico se disefiaron seis geometrias diferentes. Estas geometrias fueron

disefiadas para probar diferentes configuraciones de UPAD, con diferentes dimensiones de
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microcanales, zonas de test, muestra y control. La configuracion de las zonas de marcaje se muestra

en la imagen 30. Las geometrias se muestran en las siguientes ilustraciones.

25.00

- 3.00

_ 1
=)
O
=

1

Las cotas estédn en mm. 200 _

Imagen 24 Geometria 1 para molde metalico. Fuente propia.

En la imagen 24 se muestra la geometria n°1. En ella se busca probar zonas de test y de

control de 5mm y canales de 3mm de ancho y 3,23mm de largo.

20.00

< 2.00

./
5.00

S~

Las cotas estén en mm.
Imagen 25 Geometria 2 para molde metalico. Fuente propia.

En la imagen 25 se muestra la geometria n°2. En esta se busca probar zonas de muestra del
mismo tamafio que el ancho del canal de 3mm, y probar canales mas largos que la geometria

anterior, manteniendo la misma zona de muestra.
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20.00 -
2.00
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, 509
Las cotas estdan en mm.

Imagen 26 Geometria 3 para molde metalico. Fuente propia.

En la imagen 26 se muestra la geometria n°3. Con esta geometria se busca experimentar
con canales mas pequefios que la anterior, con 2mm de ancho. Pero manteniendo la zona de

muestra de 5mm de diametro.

21.00

5.14 2.00

D

5.00

1.00

)
ng? 5.14

Las cotas estan en mm.
Imagen 27 Geometria 4 para molde metalico. Fuente propia.

La imagen 27 muestra la geometria n°4. En ella se probaron canales de 1mm de ancho, los

mas pequefos, y se mantuvo la zona de test de 5mm de diametro.
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20.00

17.72

/\ i

5.09 5.09

Las cotas estan en mm.

Imagen 28 Geometria 5 para molde metalico. Fuente propia.

|
22.32

Las cotas estdn en mim.

Imagen 29 Geometria 6 para molde metalico. Fuente propia.

Las imégenes 28 y 29 muestran las dos geometrias disefiadas para fabricar uPAD de multi-
deteccion. En la imagen 29, cada una de las circunferencias de 2.5mm de radio, corresponde o0 a
una zona de test 0 a una de control, y la circunferencia que se encuentra frente a ella es su
contraparte. Se disefiaron con diferentes largo y ancho de canal, radio de las zonas de muestra,
control y test. Se busca poder realizar el mismo patron de marcaje descrito en la imagen 30 y
repetirlo tres veces. Probar este tipo de fabricacion podria ayudar en pruebas posteriores para

testear otras biomoléculas, por ejemplo.
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fona de muestra

fona de test

fona de contro

Imagen 30 Esquema que representa el marcaje de los reactivos y la muestra en el
microdispositivo. Fuente propia.

Para obtener los moldes, se cortd un trozo de 15x15 cm de la plancha laminada de acero
A36. Ver Anexo B3.

Las perforaciones se realizaron para poder colocar el material base en la sufridera del centro
de mecanizado vertical CNC ROMI modelo Discovery 760. Este equipo, se encuentra en la
Escuela de Ingenieria Civil Mecéanica de la Universidad de Talca.

Una vez mecanizado el material y mejorado la calidad superficial de las geometrias

resultantes con lima fina y lija manual para metal, el resultado se muestra en la imagen 31.:

Imagen 31 Moldes de metal resultantes. Fuente propia.
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En las siguientes imagenes se muestran el sistema acoplado, antes y después de la

inmersion, y el resultado del microdispositivo.

Imagen 32 Sistema acoplado de iman, lamina de vidrio, papel de filtro y molde de metal. Fuente
propia.

En la imagen 32 se aprecia el sistema acoplado del conjunto (desde abajo hacia arriba);

iman, ldmina de vidrio, papel de filtro, molde metalico.

Imagen 33 Vista superior del sistema acoplado luego de ser sumergido en parafina derretida.
Fuente propia.

En la imagen 33 y 34, se aprecia el conjunto luego de ser sumergido en el matraz con la

parafina derretida, visto desde dos angulos.
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Imagen 34 Vista lateral del sistema acoplado luego de ser sumergido en parafina derretida.
Fuente propia.

Imagen 35 Cinco de las seis geometrias enfriandose para luego retirar el molde de metal
correspondiente. Fuente propia.

En laimagen 35 se aprecia el conjunto acoplado luego de haber sido sumergido en el matraz
con la parafina derretida, de los cinco moldes metélicos que fueron probados.
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Imagen 36 Dispositivo microfluidico donde al interior de la geometria se tiene la zona
hidrofilica y al exterior la zona hidrofébica. Fuente propia.

Una vez realizada la fabricacion del dispositivo microfluidico, imagen 36, con sus
microcanales definidos por la zona hidrofébica (exterior de la geometria) y la zona hidrofilica
(interior de la geometria), se procede con el testeo de las capacidades de los dispositivos creados

para la deteccion de proteina (albimina) en muestra de orina humana. En la imagen 37 muestra
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una magnificacion de los microcanales realizados, donde se aprecia las paredes hidrofobicas

hechas con parafina solidificada y el canal de papel de nitrocelulosa.

Paredes
Hidrofébicas

2= S ==3

Imagen 37 Vista con un magnificacion 400X del microcanal realizado en papel de filtro de
nitrocelulosa con parafina liquida. Fuente propia.

Cabe mencionar que, de las seis geometrias mecanizadas, sélo se pudo realizar la
fabricacién con cinco. Esto dado que, con la geometria n°3 mostrada en la imagen 26, no se logré
realizar el acoplamiento del sistema, y por tanto lograr una buena zona hidrofébica e hidrofilica.
También mencionar que el tiempo de inmersidn, al igual que la temperatura de la parafina, juegan
un rol fundamental en el desarrollo de los microcanales en el papel. Al igual que el tiempo de
enfriamiento post inmersion. Idealmente debe dejarse enfriando con el imén unido al sistema.

Importante también es desacoplar al sistema con cuidado, evitando asi que la superficie del papel
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deje de ser plana, dado que la parafina lo endurece y toma asi formas irregulares producto de la
accion de alguna fuerza hecha por el operador sobre él.

Finalmente se realiza el procedimiento experimental en los dispositivos microfluidicos
resultantes, y asi ver la factibilidad y capacidad de estos para detectar cualitativamente la presencia

de albumina en la muestra de orina.

Imagen 38 Prueba de deteccidn con las cinco geometrias resultantes. En la fila superior se
probo con 30 pl de orina, en la inferior con 20 y/o 60ul. Fuente propia.

Las geometrias fueron marcadas con la configuracion de zona de test y de control
anteriormente descrita. En la zona de test se depositd 3ul de la solucion de verde de bromocresol,
al igual que en la zona de control Mientras que en el microcanal, que une la zona de muestra con
la zona de control, se depositaron 2 pl de la solucion de albumina de suero bovino. También se
aprecia que fue marcado con una “c” la circunferencia correspondiente a la zona de control. En la
fila inferior, la zona de control es idéntica a la superior En la fila superior, que muestra la imagen
38, se depositaron 30 ul de la muestra de orina humana. En la segunda geometria de izquierda a
derecha, la geometria n°6, que se muestra en la imagen 29, fue la Unica donde no se produjo una
reaccion de cambio de color del amarillo al verde con tintes de azul, como ocurre en las otras
geometrias. Esto es debido a que, las dimensiones de la geometria son superiores al alcance de la
difusion de la orina y el volumen depositado es incapaz de alcanzar las zonas de control y test
correctamente. Con respecto al resultado en las otras geometrias, fueron satisfactorias para 30pl

de muestra, por lo que en la fila inferior se probd con un volumen menor. El volumen seleccionado
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para todas las geometrias, a excepcion de la n°6, fue de 20 ul. En ellas se produjo un cambio de
color, aunque en menor medida. Esto se puede apreciar comparando la geometria n°5, que se
muestra en la imagen 28, de la fila superior con la de la fila inferior, por ejemplo. En la segunda
iteracion de la geometria n°6, se prob6 con el doble de volumen de muestra, 60 pl, apreciandose
asi que el cambio de color fue logrado perfectamente, alcanzado tonalidades de verde y azul. El
limite de deteccidn para esta geometria debe estar entre los 30pul - 60 pl de orina humana.

En la imagen 39, se muestra la comparacion del cambio de color asociado a la cantidad de
volumen de muestra depositado. En el dispositivo superior fue depositado 30ul, mientras que en

el inferior se depositd 20pl.

Imagen 39 Primer plano de la geometria n°3, después de realizada la prueba de deteccién de
proteina con 30 pl y 20 pl respectivamente. Fuente propia.
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Capitulo V: Disefio y Fabricacion del Equipo

5.1 GENERALIDADES

En este capitulo se documentan las propuestas de disefio realizadas para dar solucion a la
problemadtica inicial. Se detallan los criterios que fueron utilizados para cada propuesta, los disefios
3D de los elementos elaborados con el software SolidWorks y sus respectivos componentes
electronicos.

El desafio propuesto, trata de realizar pruebas para la verificacion de la presencia de
proteinas en muestras de orina de ratones vivos silvestres (familia Cricetidae), en condiciones de
terreno (fuera del laboratorio). Por esto se requiere, en primera instancia, capturar al raton y
mantenerlo vivo durante un determinado periodo de tiempo, para colectar la muestra de orina
necesaria. Este periodo de tiempo debe ser el necesario para colectar el volumen de muestra
requerido, que es de un minimo de 30pl, como se expuso en el capitulo anterior. Segun los métodos
de coleccion documentados en el capitulo 3, es posible colectar este volumen en un periodo no
mayor a 8 horas. Apresar al animal durante este periodo, debe regirse segun los protocolos de
bienestar animal, para prevenir situaciones que puedan aumentar los niveles de estrés o de ansiedad
de este.

Otro punto es que la coleccion de orina debe ser eficiente y prevenir la contaminacion de
la muestra. Por Gltimo, una vez realizado el test se debe detectar/leer el resultado y debe ser enviado

de manera remota.

5.2 PROPUESTA DE DISENO 1° PROTOTIPO

Segun lo anteriormente descrito se propuso el disefio de un sistema de trampeo para ratones
vivos de pequefia envergadura, basado en una jaula metabdlica para la separacion y coleccion de
orina y heces (imagen 40). Muchos de los métodos descritos en el capitulo 3 requieren la
intervencion humana, por esto se opto6 por utilizar un disefio similar al de una jaula metabdlica, al
ser mas sencillo poder incorporar un sistema de captura y utiliza la filtracion por gravedad. Por
otro lado, el requerir una pequefia muestra de orina se traduce en un menor tiempo en que el roedor
debe estar dentro del equipo, por lo que el tipo de piso no representara un inconveniente para

realizar pruebas con animales en ambiente controlado ni en terreno.
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Vista trimétrica del prototipo 1.

Imagen 40 Vista trimetrica del disefio del prototipo 1. Fuente propia.

Este sistema consta de dos niveles: el nivel superior de color gris en la imagen 40, donde
se captura y mantiene al roedor durante el tiempo necesario para la coleccién de la muestra de
orina. Y el nivel inferior de color verde, que protege los componentes de separacién y coleccion

de orina, como también los componentes electrénicos.
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Vista explosionada del prototipo 1.

Ifs

Imagen 41 vista explosionada del disefio del prototipo 1. Fuente propia.

5.2.1 Disefio 3D de componentes

En la imagen 41, se aprecian rotulados todos los componentes del disefio de este prototipo.

Estos son:

1 compartimiento del cebo

2 muro trasero nivel superior

3 techo del nivel superior

4 muros laterales nivel superior

5 muro frontal nivel superior

6 piso nivel de superior (rejilla)

7 dispositivo para el rebote de la orina 'y la feca
8 embudo colector A

9 embudo colector B
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10 embudo colector C
11 receptaculo de feca

12 muros nivel inferior

Se puede apreciar con mas detalle cada uno de estos componentes en el Anexo C1.

En el interior del nivel superior se tiene un piso de malla (10x10 mm de grilla), referencia
6 de la imagen 41. Se determin0 esta area de piso segun los parametros minimos de espacio para
que el roedor manifieste y exprese un comportamiento normal dentro del nivel de trampeo [67].
Los muros, paredes y el techo del nivel superior, se disefiaron con un sistema de pestarias para las
uniones, con el fin de proporcionar un armado sencillo, rapido y también para no requerir
elementos de union de estructuras como pernos, por ejemplo. Estas pestafias también estan
incluidas en la union del piso con el nivel superior y, entre el nivel superior e inferior. Inserto en
el exterior del muro trasero se dispuso un compartimiento para el cebo (referencia 1 de la imagen
41). También en el muro trasero se realizaron perforaciones para permitir que el ratén pudiera
detectar al cebo mediante el olfato. Por lo general son utilizados como cebo alimentos dulces
altamente cal6ricos como la mantequilla de mani o miel de abejas y la aerolizacion de estos aromas
puede atraer a estos animales. Por otro lado, como los roedores tienen una dieta basada en plantas
y semillas un pufiado de estas también podria atraerlos. Finalmente, el uso de feromonas, que es
una sefial quimica especifica de cada especie se muestra como una opcién mas segura que logre
atraer a la especie indicada y no a otras al haber utilizado como un cebo algun tipo de alimento
[68].

En el nivel inferior, se encuentra el sistema de separacion de orina 'y heces. Este se compone
de 3 embudos (A, B y C). El funcionamiento es el siguiente; EI embudo A (referencia 8 de la
imagen 41) colecta toda la orina y heces que caen a través del piso del nivel superior. Justo en el
centro del embudo A, se encuentra el dispositivo de rebote (referencia 6 de la imagen 41), el que
evita que la orina caiga en el embudo B (referencia 9 de la imagen 41) y luego en el colector de
heces. Este, también tiene la funcion de permitir que la orina se deslice entre el embudo Ay B
permitiendo que llegue al embudo C (referencia 10 de la imagen 41). Este embudo tiene la funcion
de colectar toda la orina y depositarla en el vaso colector de orina. Para proveer la superficie
adecuada para el deslizamiento del fluido en las paredes, los embudos deberian estar fabricados de

materiales como porcelana o vidrio con un angulo de inclinaciéon de 58° a 60°, siguiendo las
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especificaciones ASTM E1095 [69]. Para la fabricacion de este prototipo se utilizd PLA y luego
se realiz6 un tratamiento de bafio de acetona para lograr un acabado mas suave y permitir un mejor

deslizamiento de la orina.

Imagen 42 Vista en corte del vaso de Pitagoras. Fuente propia.

El vaso colector o vaso de Pitagoras, es un dispositivo que esta disefiado para dejar escapar
todo el fluido en su interior una vez este haya alcanzado cierto nivel. Este sigue la ley de los vasos
comunicantes de Pascal y cuando el nivel de fluido en el vaso es superior al de la columna interior,
se produce un efecto de sifon dentro de la columna interna, dejando escapar todo el fluido a través
de ella. En la imagen 42 se puede apreciar una vista en corte de este dispositivo. Este vaso se
disefio para vaciar su contenido cuando se colecte 1000 ul. El volumen maximo que es capaz de
colectar este dispositivo antes de vaciar su contenido se muestra en la imagen 43. El volumen
interno del cuerpo del vaso de Pitagoras se calculd utilizando el software SolidWorks con la
herramienta “Intersect” y creando dos planos de referencia uno en la entrada del fluido y otro en
la salida. Asi se generd un nuevo solido al que se le calcul6 el volumen, obteniéndose un valor de
5071.5 pl.
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Imagen 43 Nivel de vaciado del vaso de Pitagoras. Fuente propia.

También se determind el tiempo de vaciado del fluido en el vaso en este dispositivo. El
procedimiento fue desarrollar una ecuacion diferencial de primer orden para determinar el tiempo
de vaciado utilizando el teorema de Torricelli y condiciones iniciales que relacionen el caudal de
salida con la altura del volumen de fluido en funcion del tiempo. La imagen 44 muestra las

consideraciones iniciales en el modelo.

18 mm

9 mm

2 mm

Imagen 44 Consideraciones de las dimensiones para el calculo del tiempo de vaciado del
contenido del vaso de Pitagoras, h=9mm corresponde a la altura maxima que alcanza el fluido
antes de escurrir, D=18mm es el diametro interior de todo el cuerpo y d=2mm es el diametro de
salida del fluido. Fuente propia.
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El desarrollo fue el siguiente:

5.2.1.1 Aplicacion del Teorema de Torricelli para hallar la velocidad de salida del fluido

Vsalida = C\/ Zgh
Donde

C = Coeficiente de descarga y es igual a 0.65 para liquidos de baja viscosidad

5.2.1.2 Condiciones iniciales

h(®); h(0) =9mm =9%10"3m

5.2.1.3 Solucidn ecuacion diferencial de primer orden

Avvolumen interior — _Atransversal entrada * Ah = Atransversal salida * Vsalida * At

Atransversal salida * (0-65 * Y, Zgh) * At: _Atransversal entrada * Ah

Se tendra como consideracion desde ahora que los A de tiempo y altura corresponderan a

diferenciales que tienden a cero. Por lo tanto:

dh _ —0.65 * Atransversal de salida * AY; Zgh

dt Atransversal entrada
dh 0.65 x A ida * /2
o ks hl/z; conk = transversal de salida g
dt Atransversal entrada
h'/2dh = —kdt

Integrando a ambos lados de la ecuacion se obtiene

—k *t
h = (

+ ¢1)?

Utilizando el valor de la condicion inicial, se puede descubrir el valor de la constante c,
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¢, = £0.0948

Por lo tanto, la ecuacion que define la altura h(t) queda determinada por:

ho = |22t

2
+ 0.0948]

Reemplazando para h(t) = 0 se tiene que el valor del tiempo de vaciado es
t = 5.334 segundos

Q- _ AVvolumen interior __ 100()“[ — 187'47u_l

A, ~ 5334seg seg

Asi se obtuvo el caudal y el tiempo de vaciado del tltimo disefio del vaso de Pitagoras. Se
optd por el desarrollo de este componente porque la idea era buscar alternativas que no generaran
un consumo energético. Se penso en utilizar sensores para medir el nivel de fluido en un recipiente
y cuando se haya logrado el nivel deseado, controlar la salida de fluido mediante una compuerta,
por ejemplo. Para este sensor se disponian de tres alternativas; Control de nivel de agua con un
microcontrolador conectado a una resistencia y dos cables, sensor de ultrasonido y sensor de sefial
analoga de humedad. Estas ideas fueron descartadas luego de realizar iteraciones en la fabricacién
del vaso de Pitagoras, probando diferentes diametros externos y de la columna interna, al igual que
el del canal interior de la columna que actda como sifén.

Un detalle en el embudo C es que el piso de este tiene una ligera inclinacion de 15° desde
la horizontal. Esto se hizo para que la orina pudiera escurrir en €l y no quedar acumulada en algun

rincon dentro de este embudo.
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Imagen 45 Vista en corte del sistema de coleccion y separacion de orinay heces. Fuente propia.

En la imagen 45 se puede apreciar una vista del ensamblaje del sistema de coleccion y

separacion de orina y heces.
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5.2.2 Componentes electrdnicos

El diagrama de flujo de la imagen 46 ejemplifica los pasos a seguir por el codigo para la

propuesta del prototipo 1.

Sigue activo el sensor

L No hay
4_-

Termina
cuenta atras
de 10 horas

|

Deteccion positiva) Detecc_:ién
negativa

>
1=

Imagen 46 Diagrama de flujo de programacién. Fuente propia.

-
=
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Imagen 47 Arduino Pro Mini [70].

Para dar solucién al problema se determind integrar componentes electronicos al
dispositivo. Ya que uno de los objetivos fue el de disefiar y fabricar un dispositivo automatizado y
que enviara los resultados de manera remota a una base de datos. Para lograr esto, fue necesario
incorporar microcontroladores, mddulo de 10T y sensores electronicos. Se utilizé la plataforma
para prototipos electrénicos Arduino, especificamente el modelo Arduino Pro Mini que se muestra
en la imagen 47. La caracteristica primordial de esta es que estd basada en hardware y software
flexibles y faciles de usar, a parte que es open-source o de codigo abierto. Esto significa que tiene
una licencia que permite a los usuarios tener acceso al codigo fuente del software y que puede ser
estudiado y/o modificado sin ninguna restriccion en el uso del mismo, con la posibilidad de poder
redistribuirlo siempre que se cumplan con los términos de la licencia con la que fue adquirido.

El sistema inicia con el ingreso del raton a la trampa. El sensor de infrarrojo pasivo (PIR)
que esta dispuesto dentro de la trampa, detecta el movimiento del raton, cuando este se encuentre
cerca del cebo. Este tipo de sensores se basan en la medicion de la radiacion infrarroja y disponen
de un sensor piezo eléctrico capaz de captar esta radiacion y convertirla en una sefial eléctrica

(imagen 48).
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Imagen 48 Sensor PIR [71].

Si este sensor detecta movimiento, activa un servo motor (imagen 49) que cierra la puerta
de la trampa, dejando al raton dentro. Luego, inicia el TIMER que es un temporizador de tiempo
para un total de 4 a 8 horas. Terminado este tiempo, que se asume es el necesario para poder
colectar la muestra de orina, se enciende el sensor RGB (imagen 50) que es un sensor éptico que
permite detectar el color de un objeto ubicado en frente de él. Este esta formado por una matriz de

fotodiodos de silicona junto con un conversor de frecuencia, en un tnico integrado CMOS.
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Imagen 49 Servo motor MG90S [72].

Imagen 50 Sensor RGB TSC 3200 [73].

Para poder detectar un rango acotado del color que se muestra en la tira del test de flujo

lateral, se determinaron rangos para los parametros R, G y B. Estos se muestran en la tabla 4.

Tabla4 Rango de los parametros RGB

Parametros R G B
Rangos 130-180 5-70 144-250

Fuente: Propia.
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Se definid el Sketch con el nombre “cédigo completo” el que contiene la declaracion de
variables, void Setup y void Loop de la programacion. Las funciones individuales se definen en
pestafas separadas. Esto se muestra en el Anexo C2. Los datos técnicos de los sensores se muestran

en el anexo C8.

5.2.3 Fabricacion

Para esta propuesta de disefio se fabricd un mockup con materiales de bajo costo y de rapida
fabricacién. Para esto, se cambi6 el sistema de pestafias por un método alternativo de uniones tipo
dovetail (cola de pato), que es un tipo de unidn especial que elimina la necesidad de elementos de
sujecion. El resultado de la fabricacion de este prototipo se puede ver en el Anexo C3. Los

siguientes materiales fueron utilizados para la fabricacion:

Tabla 5 Lista de materiales de fabricacion de la estructura de la 1° propuesta de disefio

Materiales utilizados Descripcion

Madera MDF 3mm Muros y bases

Malla acero inoxidable n°20 ASTM Piso Jaula

PLA 1.75mm Coleccidn y deteccion de muestra
Resina estandar Clear V2 Coleccidn y deteccion de muestra

Fuente: Propia.

En el Anexo C4 estan documentados los archivos esquematico y board del prototipo 1.
Estos archivos fueron disefiados utilizando el software EAGLE de Autodesk y fabricados
utilizando el software BANTAM TOOLS con el equipo de control numérico CNC Othermill de la

misma compairiia.
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5.3 PROPUESTA DE DISENO 2°PROTOTIPO

En esta propuesta de disefio se mantienen los lineamientos de la version anterior, pero se
agregaron/modificaron algunos componentes. Una de las modificaciones fue agregar el concepto
de modularidad al dispositivo (imagen 51). Este consiste en separar los componentes en diferentes
niveles, de una forma que permita su rapida union y desacoplamiento. Este disefio se basa en la
modularizacién de espacios y componentes que permitan optimizar el tiempo de construccion,
obtener las caracteristicas de ser transportable, desarmable y reorganizable permitiendo asi
impulsar multiples funcionalidades, como la incorporacion de otros equipos comerciales de
trampeo que reemplacen al que se disefio, y su reutilizacién al generar nuevos usos diferentes al
que fue fabricado, como por ejemplo, la captura de diferentes vectores y la subsecuente deteccién
de otro virus. Se mantuvo el nivel de captura del roedor (modulo trampa) y el nivel de separacién
y coleccién de la muestra (mddulo recoleccidn), pero se agregd un nuevo nivel que contiene y
separa la electronica (mddulo electronico) del resto de componentes. En la imagen 52 se aprecia

una vista general del disefio del prototipo 2.

Modulo Trampa

IModulo Recoleccic')n|

‘ lModqu Electrc')nica!
k

Imagen 51 Concepto de modularidad. Fuente propia.
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Imagen 52 Vista isométrica del disefio del prototipo 2. Fuente propia.

2

Imagen 53 vista explosionada del prototipo 2. Fuente propia.

5.3.1 Diseiio 3D de componentes

En la imagen 53, se aprecian rotulados todos los componentes del disefio de este prototipo.
Estos son:
1 techo mddulo de captura
2 muros médulo de captura

3 union inferior médulo de captura
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4 puerta cebo

5 puerta de entrada médulo de captura

6 piso mddulo de captura (rejilla)

7 muros médulo de recoleccion

8 union superior muros médulo de recoleccién
9 Embudo y filtro A

10 Vaso de Pitagoras

11 Case del dispositivo microfluidico

12 muros médulo electrénica

13 unién inferior muros médulo recoleccion
14 union superior muros modulo electrénica

15 unién inferior muros modulo electrénica

Se puede apreciar algunos de estos componentes con mas detalle en el Anexo C5. El disefio
de este prototipo tiene en consideracion una restriccion basica, la que hace referencia al espacio
en la jaula (modulo de captura) para que el ratdn desarrolle y exprese su comportamiento normal
a pesar de estar en cautiverio. Esto se refiere a que pueda pararse en dos patas, por eso se requiere
un espacio no menor a 96,7cm? aproximadamente [67]. Para dar cumplimiento a lo anterior, se
definid una configuracion cuadrada para el piso (referencia 6 en la imagen 53) de 13x13cm.

Para acoplar de mejor manera el disefio a la idea de modularidad, se disefiaron sistemas de
acople para los muros en cada mddulo utilizando muescas. Este sistema se puede ver incorporado

en el techo del mddulo de captura (referencia 1 de la imagen 53), como lo muestra la imagen 54.

79



Capitulo V: Disefio y Fabricacion del Equipo

Imagen 54 Acercamiento de la muesca para el acople rapido de los muros en la estructura.
Fuente propia.

También fueron incorporadas muescas para imanes en las uniones superiores e inferiores
de cada nivel (referencias 3, 8 ,13 y 14 segun la imagen 53). Esto se puede apreciar en la imagen
55.

Imagen 55 Muescas para imanes en la union superior del modulo de recoleccion. Fuente propia.

Esta caracteristica fue incluida para aportar al facil acoplamiento de cada uno de los
maodulos.

Por otro lado, se mantuvo el sistema contenedor y vaciado de orina (referencias 10 y 11 de
la imagen 53), pero el sistema de coleccién fue reemplazado por un solo embudo y filtro A. Esto

se hizo pensando en brindar otra alternativa a la propuesta anteriormente en el prototipo 1, que
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fuera més sencilla y disminuyera las pérdidas de fluidos que se ocasionaron en las pruebas de
disefio en la colecta con el disefio anterior, que podrian deberse a razones como: fabricacién de los
componentes impresos en 3D o ensamblaje del equipo. Los componentes del embudo vy filtro A
pueden verse en el Anexo C5.

Los muros del modulo de captura fueron disefiados con una altura de 13,56 cm, dada la

restriccion de alturas > 12,7cm para pequefios roedores [67].

Imagen 56 Sistema de cierre puerta de cebo. Fuente propia.

Finalmente, se muestra el sistema de cierre de puerta del cebo para el raton en la imagen
56.

5.3.2 Componentes electronicos

En este apartado también se realizaron algunas modificaciones. Primero se reemplazo el
sensor PIR por un mecanismo de cierre del dispositivo. Una vez el roedor hace ingreso en busca
del cebo, este se activa para liberar la puerta, dejando al animal encerrado, y también para accionar
un micro switch que permite el paso de la energia eléctrica en el circuito, energizando asi al
microcontrolador. Una vez hecho esto, se continda con el resto de la secuencia, la que se describe

en el siguiente diagrama.
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Acciona No acciona
mecanismo mecanismo

Termina el
ciclo de
suefio

y ).
Detecci6n Deteccién
positiva egativa

- e

Imagen 57 Diagrama de flujo de la programacion. Fuente propia.

El microcontrolador utilizado para este prototipo fue el Arduino Mega pro mini

ATmega2560. Este se muestra en la imagen 58.

82



Capitulo V: Disefio y Fabricacion del Equipo

Imagen 58 Mega 2560 PRO MINI AT-mega 2560 [74].

El microcontrolador entra en modo de suefio (Deep sleep) por el periodo de tiempo
necesario para colectar la muestra de orina necesaria, que se estima sea entre 4 a 8 horas, pero debe
verificarse mediante pruebas con roedores vivos en ambiente controlado. Esta funcion nos ayuda
a reducir el consumo del microcontrolador al ponerlo en modo suefio, produciendo en él una
desconexidn de un gran namero de funciones. Esto es muy util porque ayuda a prolongar la vida
de la bateria.

Una vez terminado este proceso, se activa el sensor que lee el resultado de la presencia o
ausencia de proteina en la tira reactiva. Este es un sensor LDR que es una resistencia que varia su
valor, disminuyendo o aumentando el voltaje, segun la luz que incide sobre ella.

Paso siguiente, se determina la temperatura y humedad dentro del dispositivo mediante un
sensor de temperatura DHT11 y se determina y registra el nivel de voltaje de la bateria. Luego se
realiza el envio de la informacidon colectada a una base de datos online (planilla Excel) y se registra
todo en el datalogger incorporado a la placa PCB del equipo.

El sensor DHT11 es un sensor de humedad relativa y temperatura. Integra un sensor
capacitivo de humedad y un termistor para medir el aire circundante, y proporciona los datos
medidos a través de una sefial digital. Este también tiene otra funcién importante dentro del equipo

gue se comenta a continuacion.
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5.3.2.1 Control del microambiente del animal

El disefio de instalaciones para animales confinados con un apropiado alojamiento y
manejo son esenciales para contribuir en el bienestar del animal, la calidad de la investigacion,
probar nuevos programas, velar por la salud y cuidado del personal.

El microambiente de animales terrestres es el ambiente fisico que lo rodea, en este caso
seria la jaula o el nivel de trampeo. Este debe contener todos los recursos con los que el animal
entre directamente en contacto y otorga los limites del ambiente inmediato. Algunas caracteristicas
del microambiente son; la iluminacion, temperatura, humedad y composicion del aire. EI ambiente
fisico como un cuarto de laboratorio es el macro ambiente.

Son utilizados unos parametros para definir la temperatura 6ptima para el animal, estos
son: Low Critical Tempetures (LCT), Upper Critical Tempetures (UCT) y Thermo Neutral Zone
(TNZ). Los dos primeros corresponden a los limites de temperatura donde peligra la vida del
roedor, mientras que el TNZ es la zona termo neutral donde la termorregulacion ocurre sin la
necesidad de utilizar mecanismo energéticos extras. Este rango va desde los 26°C a los 34°C. El
TNZ juega un rol importante ya que los roedores escogen temperaturas menores a los 26°C, menor
temperatura en el rango del TNZ, para realizar actividades evitando el estrés generado por el calor.
Mientras que el rango de humedad relativa ideal es entre 30 a 70%. De aqui la importancia de

afiadir un sensor capaz de medir este parametro. La imagen 59 muestra el sensor utilizado.

-
s B
&

&

L 4
F
& !

Imagen 59 Sensor DHT11 [75].

Para el envio de datos se utilizara el médulo GSM sim 800 L, que se muestra en la imagen 60. Este
maodulo utiliza un chip de teléfono para conectarse a la red 2G. Existen otros modulos como el
SIM 900 que podrian también ser utilizados para realizar el envio de datos, pero el SIM800 L es

mas econdmico, tiene una calidad muy similar a la del SIM 900, integra la opcion de conexion con
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antena Bluetooth y es una version mas actualizada del SIM900, el que pronto serd descontinuado

por la compariia SIMCOM [76].

Imagen 60 Modulo Sim 800L [77].

Los datos técnicos de los componentes seleccionados se muestran en el anexo C8.

5.3.2.2 Dimensionamiento y seleccion de la bateria y panel fotovoltaico

La alimentacion del dispositivo esta dada segun el siguiente esquema:

Panel solar

Unidad de

Carga

Imagen 61 Esquema de alimentacion para el prototipo 2. Fuente propia.
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En primer lugar, se tiene el panel fotovoltaico que colecta la energia solar. En estos
componentes se distinguen dos tipos; Monocristalinos y policristalinos. La eficiencia de los
paneles fotovoltaicos monocristalinos es de 15% al 20%, mientras que los policristalinos es del
13% al 16%. Luego pasa a la unidad de carga que son modulos que cuentan con sistemas de
proteccion y de regulacion de voltaje de salida para poder energizar nuestras baterias, muchas
veces permitiendo utilizar otros métodos a parte del panel fotovoltaico. Luego sigue la bateria que
nos permita energizar a nuestro proyecto y el MCU que es en este caso el microprocesador Mega
Mini pro.

Para realizar el dimensionamiento de la bateria y posteriormente el del panel fotovoltaico

es necesario conocer el consumo energético del dispositivo. Este se resume en la siguiente tabla.

Tabla 6 Componentes del 2° prototipo y su correspondiente consumo energético.

Componente Potencia consumida en W
Mega 2560 Pro Mini 0.465
Modulo GSM SIM 800L 4.44
Regulador de voltaje LM2596s 0.05
Resistencia 220 ohm 0.11
Sensor LDR + 2 leds 0.025

Fuente: Propia.

Asi la potencia requerida por el prototipo 2 es de 5.09W con un consumo de 1.018A. El
calculo de la bateria se deben tener las siguientes consideraciones:
I.  Asegurarse que el dispositivo sobrepase las noches de invierno.
ii.  Asegurarse que el dispositivo sobrepase un periodo de mal tiempo.
iii.  Asegurarse que el dispositivo sobreviva el peor mes del afio.

iv.  Se realizard una medicién cada 12 horas.

Para esto se debe contar con un lugar de referencia donde sera ubicado el dispositivo para
realizar pruebas de campo. De acuerdo al trabajo realizado en F. Astorga et al (2018) [78] donde
se obtuvieron 390 ocurrencias de localidades para el ratén colilargo se demostré que existe
evidencia de vectores del virus del Hanta desde la zona centro hasta la zona austral de Chile. Como
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referencia se tendra la zona de los Queries, especificamente latitud -34.986 y longitud -70.8528 en
la ciudad de Curico, de la que se obtuvieron datos de radiacién utilizando el explorador solar del

Ministerio de Energia de Chile [79]. EI mes con menor radiacion por dia es junio con 2.01

kWh
m2

/dia. La noche mas larga del afio en esta zona del pais se da en el mes de julio y tiene una

duracién de 14 horas aproximadamente [80]. Por Gltimo, la cantidad de dias donde no es posible
recolectar energia con el panel fotovoltaico por condiciones medioambientales o la energia

colectada es despreciable, es de 1 dia. Por lo tanto, se tiene:

1h * 1.0184
Consumo por hora = —Dn - 0.0854

Horas de la noche mas larga = 14h * 0.0854 = 1.1884h
Dias de mal tiempo = 1dia * 24h » 0.0854 = 2.04Ah

Asi la bateria necesaria para que el prototipo se mantenga energizado y sin problemas de
energia durante el periodo en que se necesitara mayor autonomia es de 3.228Ah.

Por otro lado, para el dimensionamiento del panel fotovoltaico se tiene:

Menor radiacion durante el aho (junio) = 2.01 —- = dia
m
2.01 k—th w
Potencia obtenida = T}Tln = 83.75W

A la potencia obtenida se le debe aplicar una reduccion debido a la eficiencia del panel
fotovoltaico y de la unidad de carga/bateria, quedando aproximadamente un 10% del total
obtenido.

Reduccién por eficiencia de equipos = 83.75 i 0.1n = 8.375W

5.09wW

w 1m?2
83752 *T002cm?

Reduccion del consumo funcion deep sleep = 6077.612cm? = 0.2 = 1215.52cm?

Tamafio panel fotovoltaico = = 6077.612cm?
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Con esto se obtiene que seria necesario contar con un panel fotovoltaico de 35¢m x 35¢cm
para energizar el proyecto durante el mes con menor radiacion del afio, realizando 1 deteccion cada
12 horas.

Fueron seleccionados los siguientes componentes:

Tabla 7 Componentes seleccionados para energizar el 2° prototipo.

Componente Descripcion Referencia

tiene la funcién de cargar una
celda de ion de litio o baterias de
polimero de litio regulando el
voltaje de salida a 4.2V. Este
tiene la caracteristica de recibir
Lipo rider CN3065 [81]

la energia del panel fotovoltaico
o0 de cargar la bateria a través de
una fuente externa y ademas
muestra el nivel de carga de la
bateria.

Se seleccion¢ esta bateria dado
que podria ser necesario en

. pruebas futuras agregar
Bateria de lon de Litio 6000

componentes  como  Servo [82]
mAh

motores que tienen un alto
consumo energético (alrededor
de 2.5A).

Panel fotovoltaico 10W 5V

650 x 200 x 0.3 cm

Fuente: Propia.

Panel solar monocristalino. [83]
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5.3.3 Fabricacion

Para este prototipo se continud utilizando la union tipo dovetail para la estructura de cada
nivel. También se agrego el uso de imanes para la rapida union y separacion de los distintos
niveles. Se incorpor6 impresion 3D en ABS y PLA, para los componentes disefiados y que no
pudieron ser mecanizados con corte laser en material MDF y los muros de la estructura se
fabricaron en acrilico. El resultado de la fabricacion de este prototipo se puede ver en el Anexo

C6. La siguiente tabla muestra los materiales utilizados:

Tabla 8 Lista de materiales de fabricacion 2° propuesta de disefio

Materiales utilizados Descripcion

Madera MDF 3mm Estructura superior e inferior

Malla acero inoxidable n°20 ASTM Piso Jaula

PLA 1.75mm /ABS 1.75mm Techo, coleccion y deteccidn de muestra
Resina estandar Clear V2 Coleccion y deteccion de muestra
Acrilico 3mm Muros de la estructura

Fuente: Propia.

En el Anexo C7 estan documentados los archivos esquematico y board del prototipo 2.
Estos archivos fueron disefiados utilizando el software EAGLE de Autodesk y fabricados
utilizando el software BANTAM TOOLS con el equipo de control numérico CNC Othermill de la

misma compaifiia.

89



Capitulo V: Disefio y Fabricacién del Equipo
5.3.4 Prueba de concepto del prototipo 2 y envio de datos remoto.

Se realiz6 una prueba de concepto al prototipo 2, donde se dejo caer un volumen de agua
de 3000pI con una jeringa dentro del embudo de coleccion. Luego de 5 minutos se comprobé el
estado de la tira reactiva que fue colocada dentro del equipo. La imagen 62 muestra el resultado:

Imagen 62 Tira reactiva rectangular marcada con la configuracion B y probada con agua.
Fuente propia.

Los datos a postear son los siguientes:
Input
Hora
Nombre
Dato
Temperatura
Humedad
Voltaje de bateria

Estos datos son posteados siguiendo ese orden, uno por cada columna en la base datos.
Cada Input corresponde a la iteracion del dato enviado. Nombre corresponde a la trampa (médulo
GSM) desde donde se esta enviando el dato. Dato corresponde al sensor LDR, el que realiza 50

lecturas del resultado del test (cambio de color). La idea es poder calcular posteriormente el
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promedio de todas estas. Los parametros de lectura para el sensor LDR, se describen a
continuacion:

Tabla 9 Parametros del sensor LDR para la lectura del resultado del test.

Tramo Resultado Comentario
No hay conexion de las
0<x<250 0
luces LED
Hay conexion pero no esta
500 <x <700 1
presente el test
745 <x <755 2 Test fallido
760< x <790 3 Test negativo
800 < x <1024 4 Test positivo

*Los valores obtenidos desde el sensor van de 0< x <1024. Fuente: Propia.

Cabe sefalar que estos parametros fueron obtenidos experimentalmente al calibrar el
sensor.

Temperatura y Humedad corresponden a los datos leidos por el sensor DHT11. El voltaje
es leido desde el arreglo de voltimetro hecho en la misma placa pcb del prototipo 2.

Utilizando Pushingbox.com que es un servicio gratuito que permite realizar 1000 envios
diarios a la base de datos, en conjunto con el médulo GSM, es posible realizar el envio de datos.
Con este servicio no es necesario levantar un servidor para levantar los datos colectados.

Se utiliza la libreria de arduino ArduinoHttpClient.h y TinyGsmClient.h, de las que se
adaptaron unos cddigos ejemplo incorporados en las librerias y se agregd a la pestafia
“SENDATA”, mostrada en la imagen 63. En la linea 12 se agregd una variable String Ilamada
“test” la que realiza la conexion con el servidor de Pushingbox.

Se adaptd un script enlazado con una planilla de Excel de google drive llamada “GSM

SEPT 2019”, para utilizarla como base datos. Esta planilla se muestra en la imagen 64.
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SENDATAS

1 void SENDATA(){

String tag="TRAMPA 1";

String data=String(dato);

String hum=3tring (HUMEDAD) ;

String temp=String (TEMPERATURR);
String ind=String(INDICE_DE CALOR);

a3 B

-3 e oen

//votaje era una varible FLOAT, asi que la cambié a string para que pudiera enviarse por G3M

§  String volt=String(voltaje);

—

0 //string misdatos = "/pushingbox?devid=vBBlEFBBFFB88A312¢nonbre="+tagt"kvalor="+valuel;

—

—
TP Y

test ="//pushingbox?devid=v963ABCFEBB2AEC2itest="+tagt"kdato="+data+"kdato2="+humt"tdato3="+temp+" kdatod="+ind+"kdato5="+volt ;

// defini todas las varibles para que pudieran ser enviadas a la planilla google drive

Imagen 63 Funcion SENDATA del cédigo general de Arduino. Fuente propia.

GSM SEPT 2019 - Hojas de célcu. X @ =apipushingbox.com/pushingboy X | 43 PushingBox - Notifications for yc X | 33 PushingBo

< C' @ docs.google.com/spreadsheets/d/105n_yLlikrWDMf7hbbemZyAmfM8YrUwC_Yjlgm1LbNI/edit#gid=5468165:

GSM SEPT 2019 |

Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientas Complementos Ayuda Todos los cambios se

W~ @ T O100% v $ % 0 .00 123 Arial ~ 10 ~ B I & i ¢ H =
A B Cc D

et hea  nombe DO ]
2 40 9/6/2019 17:43:23 TRAMPA_1 44444444 444444444444
3 41 9/6/2019 17:59:43 TRAMPA_1 44444444444444444444
4 42 9/6/2019 18:02:54 TRAMPA_1 A4444444444444444444
5 43 9/6/2019 18:06:04 TRAMPA_1 A44444444444444444444
6 44 9/6/2019 18-10-17 TRAMPA_1 AAAAAALA4444444444444
7 45 9/6/2019 18:13:29 TRAMPA_1 44444444444444444444
8 46 9/6/2019 18:16:38 TRAMPA_1 A4444444444444444444
9 47 0/28/2019 15:45:56 TRAMPA_1 A44444444444444444444
10 48 9/28/2019 15:50:02 TRAMPA_1 AA444444444444444444
1 49 9/28/2019 15:53:37 TRAMPA_1 44444444444444444444
12 50 10/29/2019 23:50:37 TRAMPA_1 222222222222222222272
13

Imagen 64 Planilla Excel GSM SEPT 2019, utilizada como base de datos. Fuente propia.

En laimagen 64 se puede apreciar que el envio del dato posteado en la planilla Excel “GSM
SEPT 2019 corresponde al valor 2, lo que nos indica test fallido. Esto coincide con la prueba la
situacion experimental, ya que fue depositada agua y no orina, por lo que a la zona de test no llego

concentracion de albumina.
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Capitulo VI: Costos

En este capitulo se revisaran los costos de materiales para la fabricacion de ambos

prototipos ordenados en dos tablas. En ellas se describen los materiales seleccionados, la cantidad

de estos y también se incluyen los cobros de aduana y envio.

Tabla 10 Detalle de costos en materiales para la fabricacion del prototipo 1

c Costo unitario . Costo total

Item (CLP) Cantidad (CLP)

MDF 5.5 MM 152x244 cm 9490 1 9490
Tornillos M4 50 unidades 1356 1 1356
Tornillos M3 50 unidades 471 1 471
Tuerca moleteada hembra M4 50 piezas 1061 1 1061
Tuerca moleteada hembra M3 100 piezas 794 1 794
Bisagra 3/4 " 290 1 290

Malla mosquitera 0.9X3 m 3724 1 3724
Regulador de voltaje LM2596s 675 1 675
Mdédulo GSM SIM 800L 9900 1 9900
Arduino nano 1264 1 1264

Cables Dupont macho-macho 40 unidades 1033 1 1033
Sensor ldr 500 1 500

SIM CARD + bolsa de Internet 10000 1 10000
Resistencia de 220 Ohm / 10kOhm 2900 1 2900

ABS 1.75mm 1kg 18000 1 18000
Led 100 3 300

Bateria 6000 mAh 30990 1 30990
Servomotor giro continuo 2563 1 2563

Total 77281

Total + costos de envio 85019

Fuente: [84], [85].
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Tabla 11 Detalle de costos en materiales para la fabricacion del prototipo 2

‘ Costo unitario . Costo total
Item (CLP) Cantidad (CLP)
MDF 3 MM 152x244 cm 9490 1 9490
Tornillos M2 50 unidades 1356 1 1356
Tornillos M3 50 unidades 471 1 471
Tuerca moleteada hembra M2 50 piezas 1061 1 1061
Tuerca moleteada hembra M3 100 piezas 794 1 794
Bisagra 3/4 " 290 2 580
Imanes de neodimio 30 piezas 10x4x2 3459 3 10377
mm
Lipo rider CN3065 17990 1 17990
Panel fotovoltaico 10W 5V
20423 1 20423
650 x 200 x 0.3 cm
Malla acero inoxidable n°20 ASTM 6190 1 6190
Regulador de voltaje LM2596s 675 1 675
Médulo GSM SIM 800L 9900 1 9900
Mega 2560 Pro Mini 1264 1 1264
Cables Dupont macho-macho 40 unidades 1033 1 1033
Sensor Idr 500 1 500
SIM CARD + bolsa de Internet 10000 1 10000
PLA 1.75mm 1kg 20000 1 20000
ABS 1.75mm 1kg 18000 1 18000
Resina estandar impresion 3D 1lt 18990 1 18990
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Acrilico 3mm 80x120 cm 34500 34500

JX PDI-6221MG 20kg 11274 11274
Resistencia de 220 Ohm / 10kOhm 2900 2900
Led 100 300

Bateria 6000 mAh 30990 30990

Total 229058

Total + costos de envio 240665

Fuente: [84], [85].
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Capitulo VII: Resultados y Discusion

Se describiran los resultados segun el orden del documento. En primer lugar, se discutira
acerca de la simulacién numérica; luego de la experimentacion en la deteccion de biomoléculas;
posteriormente se discutira acerca de la fabricacion del segundo prototipo, su estado actual y
posibles mejoras.

7.1 SIMULACION NUMERICA

Uno de los objetivos de esta tesis es verificar que la situacion experimental se era similar
a la simulacion computacional. De este modo es posible para otras investigaciones el probar con;
diferentes geometrias variando el largo y ancho de canal o configuraciones como zonas de testeo
y control con formas de romboide o cuadradas, y encontrar asi la forma déptima para un tipo
especifico de test. Por tanto, el objetivo primordial de la simulacion computacional es ahorrar
tiempo de trabajo en el laboratorio, fabricando el set de geometrias y configuraciones adecuadas
para cada caso. El caso analizado fue difusion pura de orina, sobre una geometria rectangular
sencilla fabricada en papel de filtro whatman °2. El siguiente grafico muestra los perfiles de

distribucion de la concentracion a lo largo de la tira reactiva representada en el eje X para cinco

tiempos.
-
0.003 | 4 0.003
—=— 3210 s ]
0.0025 [ S 6m1 s 100
_E- [ —— 7349 5 ]
=5 — 8580 s |
N 1Bags ] 0.002
p— N
= [ ]
E oo0s | 4 o.0015
\= I i
i o.001 | 4 0.001
0.0005 [ 4 0.000s
0 L 1 1 1 | I IR | 1

0.025 0.03 0.035 0.04 0.045 0.0§

X [m]

e
0 0.005 0.01 0.015 0.02

Imagen 65 Distribucién de la concentracion de albimina en X, a los 3.210 segundos; 6.834
segundos, 7.349 segundos, 8.580 segundos y 13.418 segundos de iniciada la simulacién. Fuente
propia.
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Del gréfico de la imagen 65 se puede apreciar que la simulacion se comporta acorde a la
situacion experimental. A los 3,210 segundos se aprecia un mayor valor de la concentracion al
centro del grafico en comparacion con los extremos. Esto se produce ya que al inicio la difusion
de la orina hacia las zonas de test y control, las que tienen una longitud de alrededor de 3 mm, es
muy baja. A medida que pasa el tiempo, la distribucion de la concentracion de albumina va
cambiando en la tira reactiva. Este cambio es mucho mas rapido en la zona de test (lado izquierdo
del grafico), debido a que el coeficiente de difusion es mayor en esa zona. A los 6.834 segundos
logra acumularse la concentracion adecuada para generar una respuesta de cambio de color en el
primer tercio de la zona de test. Ya en los segundos posteriores aumenta la concentracién a lo largo
de la zona de test, logrando finalmente una coloracion completa de la zona entre los instantes 8.580
segundos y 13.418 segundos. Con respecto a la zona de control, en los tiempos finales se alcanza
la concentracion minima para lograr un cambio de color en el reactivo. Esto se contrasta con la
situacion experimental, ya que en el segundo 8.580 se ve claramente un cambio de color en la
primera porcion de la zona de control y en el instante 13.418 segundos ya hay un cambio de color
completo en dicha zona. Esto se explica ya gque la simulacion no contempla la concentracion de la
albumina de suero bovino depositada en la tira reactiva, la que es desplazada con el fluido
permitiendo lograr una mayor concentracion de analito en la zona de control y, por ende, un cambio

de color en el reactivo verde de bromocresol.
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0.0017 E ' ' "4 0.0017
0.00165 £ 310 < 4 0.00165
0.0016 F = 3 0.0016
0.00155 f = ——— 6834 s 3 0.00155
== 0.0015 F —E— 7349 s 4 0.0015
22000145 F —— g5 s 3 0.00145
X 0004 F — 1 0.0014
— 0.00135 1 0.00135
= 0.0013 E 3 0.0013
E o.0012s 3 3 0.00125
£ o002 1 0.0012
= 0.00115 F 3 0.00115
= o001 = - 0.0011
i 0.00105 F 4 0.00105
0.001 | — 0.001
0.00095 < 0.00095
0.0009 F < 0.0009
0.00085 F < 0.00085
E_ 1 1 1 1 1 1 1 1 E

0.012 0.013 0.014 0.015 0.016 0.017

X [m]

0.009 0.01 0.011

Imagen 66 Distribucion de la concentracién de albimina en X para la zona de test comprendida
entre 1os 0.01m — 0.013 m a los 3.210 segundos; 6.834 segundos, 7.349 segundos, 8.580
segundos y 13.418 segundos de iniciada la simulacion. Fuente propia.

En la imagen 66, se aprecia con mas detalle la relacion de la distancia de la geometria (eje
X en metros), con la concentracion de albdimina en la muestra de orina (eje Y en % de peso). En
ella se ha marcado con una linea vertical el limite de la zona de test, que esta situada entre 0,01m
y 0,013m y con una linea horizontal el limite de deteccion de albumina que corresponde a 13
pg/ml. En esta zona se tiene una concentracion que comprende valores entre Opg/ml <x<
14.336ug/ml. Con esto se puede ver que el avance de la concentracion se condice con la generacion
de color en la situacion experimental ya que a medida que avanza el tiempo se generan valores
superiores al limite de deteccion que alcanzan porciones mayores de la zona de test. En el inicio,
la concentracion de analito es significativamente menor que el limite de deteccion, por lo que no
podria producirse una reaccion. Esto se puede ejemplificar con la imagen 67, donde se tiene la tira
reactiva rectangular a los 3.210 segundos de haber depositado en ella una muestra de orina y no se

ha generado un cambio en el color de la zona de test.
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Imagen 67 Situacion experimental deteccion de albumina en muestra de orina, a los 3 segundos.
Fuente propia.

7.2 EXPERIMENTACION EN DETECCION DE BIOMOLECULAS

Primero, en el dispositivo rectangular basado en papel, se logra el resultado esperado, con
el minimo volumen de muestra probado 30ul, que es el menor volumen obtenido por miccién del
raton [86]. Esto prueba que el tiempo de detencion del animal en el equipo, puede ser menor al
periodo de tiempo estimado, dado el volumen de muestra que requiere este dispositivo para su
funcionamiento. Esto queda propuesto para pruebas futuras de colecta del equipo con roedores
vivos. Para volimenes de muestra mayores, 60 y 120ul, el dispositivo sobrepaso su capacidad de
humectacién (imagen 68). En este caso, si se quisiera colectar mayor cantidad de muestra, seria
necesario probar con diferentes geometrias del dispositivo, aumentando asi el largo o el ancho.
También agregar que la configuracion A se comport6 de mejor manera que la B (ambas mostradas
en la imagen 9) debido a que, al probarlas con mayor cantidad de muestra, el fluido mezclaba el

color generado en las diferentes zonas, impidiendo asi una lectura clara del experimento.
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120 pl

Imagen 68 Pruebas realizadas en canal rectangular con 60ul y 120ul. Fuente propia.

Otro aspecto importante es la discusion del limite de deteccion de la albdmina por la
solucion del verde de bromocresol. Se utilizd el software ImageJ en las imagenes de la
experimentacion con el canal rectangular. En ellas, se determiné el nimero de pixeles, en escala
de grises, y se hizo la comparacion con la concentracion de albimina en orina. La tabla siguiente
resumen los valores obtenidos:

Tabla 12 Datos de concentracion de albimina en orina humana y su correlacion de medicién de
pixeles

Concentracion de Albimina en o ) L
) Medicion n® de pixeles Descripcion
orina pg/ml

Papel de filtro impregnado
0 137 778 con solucioén de verde de
bromocresol (zona de test)
sin presencia de Albamina
Concentracion minima a
la que a los 7.349
X 124.380 segundos se genera un
cambio en el color notorio
en la zona de test.
Concentracion de

17 120.333 )
alblmina en la zona de

102



Capitulo VII: Resultados y Discusion

test, luego de 70 segundos
de realizado el test.

Fuente: Propia.

Asumiendo un comportamiento lineal se determina la ecuacion de la recta y posteriormente
la concentracion que corresponde al valor X. La grafica de esta funcion se muestra en la imagen
69.

N° de pixeles (x) = —1.0261X + 137,778

Para n® de pixeles = 124.380 ; se tiene una concentraciéon X = 13.056 pg/ml

1375 B
135 |
1325 |
130 |

1275 |

N° de pixeles

125
i iy

1225 |

TR TN TTINT NI TTA SI UTI NS T NS S——,
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15

[Albtimina] pg/ml

Imagen 69 Grafica de la funcion del nimero de pixeles en funcién de la concentracién de
albumina. Fuente propia.

Asi se determina que el valor minimo de deteccion, asumiendo un comportamiento lineal
de la curva, es de aproximadamente 13.056 pg/ml . Esto corrobora la simulacién comparéndola
con la situacion experimental, dado que, a los 7.349 segundos, arroja un valor de concentracion
mayor que el valor minimo, en la zona donde se generan los primeros cambios de color.

Por ultimo, los uPADs creados con inmersion de parafina, mostraron ser una via Util para

crear dispositivos microfluidicos de simple fabricacion y bajo costo. Como mejoras, se podria
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agregar fabricar los moldes de metal con corte laser, ya que es un método mucho mas rapido y de
mayor acceso que el del centro de mecanizado. También, adquirir imanes de mayor tamafio,
idealmente de 40 mm de didmetro, asumiendo una forma circular. Esto dado que se generaron
problemas con el desprendimiento de algunos moldes, al momento de realizar la inmersion en el
matraz con parafina.

También agregar que, para ambos procedimientos experimentales, se realizo el marcaje a
mano alzada, lo que dejé con un mayor tamafio las zonas de test y control en las respectivas
configuraciones. Este problema podria representar un interesante tema de investigacion al
desarrollar una maquina que no sélo deje zonas perfectamente delineadas, sino que también,

permita ahorrar reactivos disminuyendo las sucesivas iteraciones.

7.3 EQUIPO

El desarrollo de este equipo involucrd areas como el disefio mecanico e industrial,
electronica de microcontroladores, seleccion de componentes y materiales, CFD vy
experimentacion en laboratorios de medicina y bioquimica. Su estado actual, permite desarrollar
experimentacion para recoleccion de muestras y deteccion de analitos, con animales vivos de baja
envergadura (ratones), en Bioterios y/o centros de investigacion. Estas pruebas arrojaran datos que
serviran para realizar nuevas iteraciones de disefio y, en el futuro, ejecutar pruebas de campo con
prototipos que se espera, no estés muy distantes con el que hoy se tiene.

Como mejora se propone adaptar al mddulo de captura la trampa de captura viva tipo
Sherman, que se muestra en la imagen 70, el que es el método predilecto para la captura de roedores
[87], permitiendo asi contar con un método probado de captura. También se propone incorporar
otra alternativa al mecanismo de cierre del prototipo 2, dado que se podrian producir fallas como
fractura en las zonas mas solicitadas de los componentes impresos en 3D. Esta podria ser
incorporar en este prototipo un sensor PIR de movimiento o un sensor infrarrojo en el que se
interrumpa la sefial cuando el roedor haya ingresado a una distancia determinada al interior de la

jaula.
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Imagen 70 Trampa Sherman de captura viva para roedores de pequefia envergadura [88].

Se propone también probar con uniones imantadas para los componentes electrénicos
(imagen 71), para acentuar asi el concepto de modularidad de la trampa, permitiendo que sea aun
mas facil la conexion y retiro de los médulos.

Imagen 71 Conexion electronica modular, uso de terminales imantados [89].

Por otro lado, se propone incorporar sensores que permitan verificar el nivel de orina en el
vaso de Pitagoras durante la recoleccion. Con esto se tendra certeza de volumen colectado y el
tiempo de colecta para cada roedor testeado. Este sensor podria ser el de nivel de agua para

microcontrolador o una resistencia unida a dos cables. En el anexo C8 se muestra una tabla con
los datos del sensor.
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9.1 Anexo Al. Caracteristicas de algunos tipos de hantavirus

Tabla 13 Caracteristicas de algunos tipos de hantavirus.

Region
Hantavirus | o Reservorio Patologia  Mortalidad Referencias
Geografica
) Aodemus
Hantaan Asia ) Renal 5-15% [15]
agrarius
Rattus
Seoul Todo el mundo _ Renal 1% [15]
norvegicus
Norte de Clethrionomys
Puumala ) Renal 1% [15]
Europa glariolus
Apodemus
Belgrado/Dobrava Balcanes o Renal 5-15% [90]
flavicollis
) _ Peromiscus
Sin Nombre Norte América ) Pulmonar  40-50% [15]
maniculatus
Este de Peromiscus
New York . Pulmonar 36% [91]
Norteamérica  leucopus
Sureste
EE.UU., )
Black Creek o Sigmodon
Centroamérica Pulmonar  40-50% [92]
Canal hispidus
y norte de
Sudameérica
Sureste Oryzomys
Bayou ) Pulmonar  40-50% [92]
EE.UU. palustris
Chile, y sur de Oligoryzomys
Andes ] _ Pulmonar  40-50% [92]
Argentina longicaudatus
Paraguay,
Uruguay,
Laguna Negra Calomys laucha  Pulmonar 9-29% [93]

Bolivia, Norte

de Argentina
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9.2 Anexo A2. Protocolo para deteccidn de hantavirus en roedores e insectivoros.

Tabla 14 Protocolo para deteccion de hantavirus en roedores e insectivoros.

Indicaciones

Deteccidn de anticuerpos para Hantavirus (desde sangre secada en papel de filtro)

! usando IFA, EIA o POC test (point-of-care) para sangre fresca o congelada.
Deteccion de individuos seropositivos para antigenos hantavirales (desde, por
° ejemplo, tejido de pulmon) utilizando inmunotransferencia con anticuerpos contra N.
3 Deteccidn de individuos antigeno-positivos para ARN hantaviral.
Secuencia de muestras positivas para ARN (inicialmente segmentos parciales S y/o
) M, luego completar los S si es necesario).
5 Realizar andlisis filogenéticos.
6 Aislar el virus (desde muestras de tejido congelado).

*Fuente Antti Vaheri (2008) [4]
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9.3 Anexo A3. Resumen de los métodos publicados para la recoleccion de orina de roedores.

Tabla 15 Resumen de los métodos publicados para la recoleccién de orina de roedores.

L . » Tiempo de _
Investigacion Especie Intervencion N Volumen colectado Referencia
coleccion

Miccion Rata/Raton L F 30-100pL [94]
Vaso de poliestireno Rata L S, F X [32]
Plastico transparente Ratén L S 10-250pl [95]
Tubo capilar Raton L S X [33]
Quirdrgico Rata H S 6-10ml/h [96]
Embudo de polietileno Raton L S X [34]
Embudo de aluminio Raton L S X [35]
Tubo de propileno Raton L 24 horas 0,2-2ml [97]
Cubeta de cristal Raton L S X [98]
Papel de aluminio Raton L 4 horas 1ml [99]
Aparato de recoleccion

) Rata L 48 horas 0-7ml [100]
de orina
Tubo de plexiglas Rata L S X [101]
Recoleccidn a baja

Rata L 16 horas 1,2-1,4ml [102], [103]
temperatura
Recoleccion a baja
Rata L 24 horas <10ml [104]

temperatura

*X=no hay informacion, L= bajo, M= moderado, H= alto, S = lento, F= rapido
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9.4 Anexo Bl. Materiales para fabricacion de la tira rectangular en papel de filtro.

Tabla 16 Lista de materiales experimento microdispositivo rectangular.

Nombre Referencia

Papel de filtro °2

80 ul de solucidn de verde de
bromocresol marca Sigma
Aldrich

80 ul de solucidn de albdmina
de suero bovino marca Sigma
Aldrich. De 5mg/ml de

concentracion

300 pl de orina humana esteril

Micropipeta \g_

Regla de acetato

Papel de parafina
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Hoja de papel de impresion de
75 gr/im”"2

Pinzas

Léapiz grafito 2B

Alcohol isopropilico al 70%

marca Winkler

Fuente: Propia.

121



Capitulo IX: Anexos

9.5 Anexo B2. Materiales para fabricacion de uPAD a través de inmersion en parafina.

Tabla 17 Materiales fabricacion de UPAD a través de inmersion en parafina.

Nombre Referencia

Papel de filtro °2

F

80 ul de solucidn de verde de bromocresol

80 pl de solucién de albdmina de suero

bovino. De 5mg/ml de concentracion, diluida

en agua bidestilada

300 pl de orina humana esteéril

Micropipeta \(,_

Regla de acetato

Papel de parafina
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Hoja de papel de impresién de 75 gr/m”2

Pinzas

Lépiz grafito 2B

Hot plate ﬁ :

Matraz de vidrio

Agitador

Parafina solida v i
|
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Lamina de vidrio (porta objetos) estériles

Iméan de 25mm de diametro y 2mm de espesor

Plancha laminada A36 de 2mm de espesor

Fuente: Propia.
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9.6 Anexo B3. Fabricacion de moldes metalicos utilizando el centro de mecanizado CNC
ROMI 760.

Imagen 72 Trozo de 15x15 cm de plancha laminada acero A36 de 2 mm de espesor. Fuente
propia.

a7 A
Imagen 73 Perforaciones a material base de los moldes metalicos. Fuente propia.
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Q ROMI

Discovery 760

Imagen 74 Centro de mecanizado vertical CNC ROMI modelo 760 [105].

Imagen 75 Material puesto dentro del centro de mecanizado. Fuente propia.
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Imagen 76 Proceso de mecanizado de material base en el equipo. Fuente propia.

Imagen 77 Broca de fresa de 2mm, utilizada para mecanizar el material. Fuente propia.
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9.7 Anexo B4 Protocolos de fabricacion de Dispositivos.

El protocolo de fabricacion para la tira reactiva rectangular en papel de filtro se describe a

continuacion:

Se coloca la hoja de papel carta sobre la mesa de trabajo para proporcionar una superficie
limpia de trabajo. Sobre el colocar un trozo de papel de parafina para otorgar una superficie
hidrofobica.

Limpiar todos los instrumentos de trabajo con alcohol etilico 75% (usar guantes quirdrgicos
estériles).

Se marcan cuatro pares de geometrias rectangulares con lapiz grafito 2B, que tengan las
dimensiones descritas en la imagen.

Con la Micropipeta, se debe colocar 3ul de la solucion de verde de bromocresol y 2ul de la
solucion de albdmina de suero bovino.

Cada par debe ser marcado siguiendo el patron de las configuraciones A y B, descritas en la
imagen 9.

Finalmente, depositar 30pl, 60uly 120 pl de la muestra de orina en las parejas de tiras reactivas
1, 2 y 3 respectivamente. El cuarto par es utilizado como método de comprobacion y en él, se

depositan 30ul de Agua bidestilada.
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El protocolo de fabricacion de uPAD por inmersion de parafina se describe a continuacion:

e Sequir el protocolo de limpieza y superficie de trabajo, descrita en el protocolo anterior.

e Marcar con el lapiz grafito 2B, quince cuadrados de 26mm de lado en el papel de filtro y
cortarlos.

e Cortar laminas del bloque de parafina sélida y ponerlas dentro de n matraz de vidrio. Luego
poner a calentar el matraz en un hot plate a 100°C. Agitar hasta que la parafina esté
completamente liquida.

e Utilizando la pinza de trabajo, acoplar el sistema colocando una lamina de vidrio, cuadrado de
papel de filtro y molde metalico, en ese orden. Luego, por la cara libre del vidrio, colocar el
iman.

e Una vez acoplado el conjunto, sumergir dentro de la parafina derretida por 1 segundo. Retirar
del matraz y dejar enfriar por al menos 30 segundos.

e Finalmente, retirar el iman y posteriormente el molde metalico. Teniendo precaucion de no

contaminar la zona hidrofilica del papel al interior de la geometria.
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9.8 Anexo C1. Disefio 3D de componentes prototipo 1.

s e b v iR

Imagen 78 Primera propuesta de solucion. Fuente propia.

Imagen 79 Parte superior. Fuente propia.
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Imagen 80 Muro trasero. Fuente propia.

Imagen 81 Compartimiento del cebo. Fuente propia.
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Imagen 82 Piso parte superior. Fuente propia.

Imagen 83 Muro frontal. Fuente propia.
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Imagen 84 Paredes. Fuente propia.

Imagen 85 Techo. Fuente propia.

133



Capitulo IX: Anexos

Imagen 86 Embudo A vista inferior. Fuente propia.

Imagen 87 Embudo A vista superior. Fuente propia.
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Imagen 88 Dispositivo de rebote. Fuente propia.

Imagen 89 Embudo B vista superior. Fuente propia.
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Imagen 90 Embudo B vista lateral. Fuente propia.

Imagen 91 Embudo C. Fuente propia.
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Imagen 92 Embudo C vista lateral. Fuente propia.

Imagen 93 Vaso de Pitagoras. Fuente propia.

137



Capitulo IX: Anexos

Imagen 94 Vista en corte del vaso de Pitdgoras. Fuente propia.
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9.9 Anexo C2. Codigo de programacion en Arduino prototipo 1.

1 /- variable RGE ——————————————————————
#define 80 3
f§define 31 4
$define 32 5
fdefine 83 6

fdaefine sensortut 7

i (b B3

wn

J o

int frecusncy = 0;

8 boolean esColor = false;
S5 int R
10 |int G;

11 int B;

3 const int PIRPin = 2;
14 int pirState = LOW;
15 int wal = 0;

1& boolean mseMovie = false;

18 boolean t = true;

19 boolean tCumplideo =false;
20 int mili;

21 int tActual;

22 boolesan tReset = true;

24 #include <Servo.h>
25 Servo Servo;

26 int pos = 0;

30 |void setup() {
Serial.begin (9600) ;

pinMode (30, OUTPUT);
35 pinMode (81, OUTPUT);
36 pinMode (82, OUTPUT);
37 pinMode (83, OUTEUT);

Imagen 95 Sketch cédigo completo. Fuente propia.
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pinMode (sensorOut, INPUT);

// Setting frequency-scaling to 20%
te (80, HIGH);
digitalWrite (81, LOW);

digitalWri

void loop() {

pir();
// timer();

if (seMovio) {
1f (tReset) |
tActual = millis();
tReset=falase;
moverServo(l);
if((millis()-tActual)>36000)(
for(int i=0;i<=100;1i++){
RGB() ;
}

1if (esColorx){

envioDatos(1);

Imagen 96 Sketch codigo completo

jalas|
envioDatos (0) ;
moverdervo (0) ;

Imagen 97 Sketch codigo completo

. Fuente propia.

. Fuente propia.
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RGB

1 I!;va:i.::l BREE () |
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o

Mo e S BRI e

W
-

if (e}
delay (5000) ;
t = fal=se;

digitalWrite (83, LOW);

// BReading the output fregquency

frecuency = pulseln(sensorQut, LOW);

R = frecusncy;

delay (100);

// 8etting Green filtersd photodiodes to be read

digitalWrite (32, HIGH) ;
digitalWrite (33, HIGH) ;
// Reading the cutput freguency

frecuency = pulseln(sensorCut, LOW);

// Printing the valus on the serial monitor
G = frecuency;

delay (100) ;

f// setting Blue filtered photodicdes to be read
digitalWrite (82, LOW) ;

digitalWrite (83,HIGH);

// Beading the output freguency

frecuency = pulselIn(sensorQut, LOW);

// Printing the valus on the serial monitor
B =frecuency;

delay(100);

Sarial.print{™ ");

Imagen 98 Sketch sensor RGB.

Fuente propia.
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Serial.print ("R");
39 Serial.print(R);

Serial.print(" ");

41 Serial.print ("G");

42 Serial.print (G);

43 Serial.print (™ ");

44 Serial.print("B");

45 Serial.print(B);

4¢

48 /)= ———— comparar las variable RGB----———-———=-————--
51 if (R>130 && R<180 && G>S && G<70 && B>140 && B<255 )({(

-

i

[T

esColor=true;

Serial.print("color detectado");

w »n

Imagen 99 Sketch sensor RGB. Fuente propia.

TIMER

1 |‘.'-:|i:l timer(} |
mili = millis()/1000;

3

4 if (mili == 3€){

5 tCumplido = true;
& }

elas|

B tCumplide = false;
£ }
10 |}

Imagen 100 Sketch TIMER Fuente propia.
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pir
1 foid pir()
3 wval = digitalRead(PIRPin);
4 if (val == HIGH) //3i estd activado
< {
13
if (pirState == LOW) //si previamente estaba apagado
f {
9 Serial.println("Sensor activado");
10 pirState = HIGH;
11 seMovio = trus;
12 }
13 }
14 else //si esta desactivado
15 (
1€
17 if (pirState == HIGH) //si previamente estaba encendido
18 {
19 Serial.println("Sensor parado”);
2 pirState = LOW;
22 }
23 }
24
25}

Imagen 101 Sketch sensor PIR. Fuente propia.

1 Il;r-:\i:l moverS8ervo(int =) |

1if (s==0){

servo.write (180); //poscicion 1 del servo
}
Eif (===1){

ssrvo.write (0); // posccion 2 del servo

e fad B

Imagen 102 Sketch Servomotor. Fuente propia.
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9.10 Anexo C3. Resultado fabricacién prototipo 1.

......

Imagen 103 Vista frontal. Fuente propia.

Imagen 104 Vista interior seccion 2. Fuente propia.

144



Capitulo IX: Anexos

Imagen 105 Close-up electrénica y deteccion de muestra. Fuente propia.
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9.11 Anexo C4. Archivo board y esquematico del prototipo 1.

Syl

_11P:3
B8, —E0EEE

w
o
L
=
=
o
Of
o
L
=
u
]
e
]
]

Imagen 106 Archivo board prototipo 1. Fuente propia.
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Imagen 107 Esquematico prototipo 1. Fuente propia.
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9.12 Anexo C5. Disefio 3D de componentes prototipo 2.

Imagen 108 Nivel 1de captura. Fuente propia.

Imagen 109 Nivel 2 de separacion y coleccion. Fuente propia.
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it llllllll”lllllllfétll =

1111

Imagen 110 Nivel 3 electrénica. Fuente propia.

Imagen 111 Ensamblaje 2° prototipo. Fuente propia.
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Imagen 112 Ensamblaje 2° prototipo. Fuente propia.

Imagen 113 Embudo. Fuente propia.
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Imagen 114 Filtro. Fuente propia.
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9.13 Anexo C6. Resultado fabricacién prototipo 2.

Imagen 115 Vista de los tres niveles separados. Fuente propia.

Imagen 116 Unidn de los tres niveles. Fuente propia.
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Imagen 117 Vista lateral unién de los tres niveles. Fuente propia.
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Imagen 118 Close-up tercer nivel: electrénica. Fuente propia.

|
=3
9
|

Imagen 119 Close-up segundo nivel: Separacion y coleccion de muestra. Fuente propia.
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9.14 Anexo C7. Archivo board y esquematico prototipo 2.
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Imagen 120 Archivo board prototipo 2. Fuente propia.
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Imagen 121 Esquematico prototipo 2. Fuente propia.
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9.15 Anexo C8. Datos técnicos de los componentes electronicos seleccionados

Tabla 18 Datos técnicos de los microprocesadores utilizados en el prototipo 1 y en el prototipo 2.

Voltaje de _ Entradas  Entradas
. Velocidad ) o Puerto
Componente  Procesador operacion y y salidas  digitales
de CPU usB
entrada andlogas yPWM
Version 1 Version 1
Arduino Pro ATmega 3.3V/3.35-12V 8 MHz
o ) ) 6/0 14/6 -
Mini Version 2 Version 2
5V/5-12V 16 MHz
Mega 2560 ATmega ]
. 5VI7-12V 16MHz 16/0 54/15 Micro
Pro Mini

Fuente: [85].

Tabla 19 Datos técnicos de los componentes y sensores seleccionados para los prototipos 1y 2.

Rango Alimentacion de
Componente Output . o i
Sensitivo/descripcion energia
Maximo de 6 metros
Sensor de o con un rango de
o Digital B SV -12v
Movimiento PIR deteccion de 110° x
70°
; Onda cuadrada 61% - 84% azul
Maodulo de sensor )
proporcional a la 22% - 43% verde 2.7V -55V
TAOS TCS3200 _ ) _ _
intensidad luminosa 0% - 6% rojo
20% - 90% humedad
Sensor DHT11 Digital relativa 3V -5.5V
0-50°C
Sensor de nivel de ) Area de deteccion
Anélogo 5V

agua

40mm X 16mm
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. Digital con
Sensor ultrasonico o Rango desde
utilizacion de una 5V
HC-SR04 . 2-400cm
conexion PWM

5V dependiendo del
Tarjetas SD tipo modelo si tiene
FAT16 0 FAT32 regulador de voltaje
para la tarjeta SD

Datalogger Shield Digital

Comunicacion _
; Tarjeta SIM, FM,
Modulo SIM-800L UART con RXy TX 3.7V -4.2V
_ GPRS, SMS y GSM
del microprocesador

Fuente: [85].

Tabla 20 Datos técnicos de los servomotores seleccionados para los prototipos 1y 2.

) Direccion de
Componente Torque Peso Voltaje )
giro
180° de giro, 90°
Servo motor SG90 2.5 kg-cm 14.79 4.8V -6V en cada
direccion

17.25kg-cm a 4.8V _
JX PDI-6221MG 629 4.8V -6V 360° de giro
20.32kg-cm a 6V

Fuente: [85].
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