UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

FACULTAD DE CIENCIAS

TESIS:

Desarrollo y evaluaciéon de un Sistema de Control de Temperatura
adaptado a un Microscopio de Fluorescencia para el estudio in

vitro de oncosferas de Taenia Solium

PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE:
LICENCIADO EN FiSICA

ELABORADO POR:
LUIS DANIEL RUEDA RAEZ

ASESOR:
DR. GERMAN COMINA BELLIDO

LIMA - PERU
2021



Agradecimientos

A mi madre Anamaria Rdez Guevara Vda de Rueda y a mi padre Luis Alberto Rueda Ruiz

por su apoyo invaluable que me permitieron iniciar una Carrera en Ciencias.

A mi esposa Jaqueline Castro, por su apoyo y empuje para culminar esta tesis.

Al Dr. Manfred Horn de quien pude aprender bastante fisica gracias a las discusiones

gue hemos tenido y a su asesoria en algunos proyectos de fisica experimental.

Al Dr. Mirko Zimic por financiar esta tesis desarrollada en su laboratorio y al Dr. German

Comina por su asesoria en la presente tesis.



Dedicatoria

A la memoria de mi muy querido Profesor Holger Gustavo Valqui Casas quien me
introdujo en el maravilloso mundo de las ciencias como fisico experimental, y de quien

siempre recordare todas sus buenas ensefianzas.



Tabla de Contenidos

[ RESUIMEN ...ttt ettt e ht e bt e s at e st e e s ab e e sabeesabeesabeeebeeeabeeesneeesaneenane 8
[L ABSTRACT ...ttt ettt e et e et e e e abe e e bt e e bt e e b e e e s bbeesaeeesabeesabeesabeesaseeeneeeneeans 10
[ OBJETIVOS ..ttt ettt ettt ettt ettt et e e e bt e e be e e ae e e sab e e sateesaneesaseeeneeennees 11
IV HIPOTESIS ..ttt ettt ettt ettt e et e e bt e e sab e e sateesabeesaneesneeenees 14
V. INTRODUCTION ...ttt ettt ettt ettt ettt st e st e e sabe e sabeeebeeebeesneeenneeenaee 13
V.1 ANTECEABNTES ...oeiiiiiiieiiiee et 13

V.1.1. Sistemas de Control de Temperatura Comerciales ... 13

V.1.2 Reportes del Desarrollo de Sistemas de Control de Temperatura

de bajo costo Adaptados a Microscopios ........ccccveeeeeeeeeeeennnn. 15

V.2 La temperatura del Cuerpo HUMANO .......ccccccimiiiiiiiieieeeeeeeeee e 16
VI. FUNDAMENTO TEORICO ...cvueieieiieeeetetetetetee ettt es et et en e 17
V1.1 Algunos Aspectos BiolOgICOS......uuuiiiieiiiiiieiccccirrieeeee e 17
V1.1.1 Teniasis / CiStiCEICOSIS .uuururriiiiiirieeeeeeeeereeeeeeissirrerreeereeeeeeens 17
VI.1.2 Secrecién de vesiculas por la oncésfera de T. solium............ 19
VI.1.3 La Microscopia Optica y la Biologia Celular..........ccccoveuenee.. 20

V1.2, MiCroScoPia OPLtiCa.....cccceieveeeueiieieeeeeeeeeeee e 22
VIEL2.1El0jo humMano ...t 23
V1.2.2 El MicroSCopio OPLtiCo .......ccueueveeeireeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenanas 24
VI.2.3 ADEITACIONES ..ttt 26
VI.2.4 RESOIUCION ...ttt 30



AV R T B (VoY =T ol =Y s Lol = IR 32

VI.3.1. FIUOIOTOrOS ettt 34
VI.3.2. Aminoacidos, Proteinas, ENZimas ......cccccoevvveeiieeiiivnieeeeeeennnn. 36
V1.3.3. Péptidos fluOrogeniCos......uuuvveeeeeeeeeeeee e, 37
VI.3.4. Microscopio de Fluorescencia.......ccccceeeeeecnevvvivireeeeeeeceeennn. 38

VI.3.5. Componentes dpticos del Microscopio de Fluorescencia... 42

VI.3.5.1. Fuentes de LUz ........ccceeeviieeiiiieeiiiiiceieeeeeee e 42

VI1.3.5.1.1 Ldmpara de vapor de Mercurio .........cccceeeeeeuuenee 43

VI.3.5.2. CUbOS filtro ..ccccveeeiiiiiiiieeieeccee 44

VILA. Celda PeILier ...ccoouiiiiieieeiee e 47
VI1.4.1. Efecto Seebeck y Efecto Peltier ..........cccuevennnnnnnneee. a7

VI.4.2. Celda Peltier ... 49

VL5, Termografia ....cooooe oo 50
VI.5.1 Camara termografica Flir ONE............ccccovvviviireennennn. 53

VI.5. Transferencia de Calor ..........oveviiiiiiiieinieieeeee e 56
VI.6.1 CONVECCION oottt ettt 57

VI.6.2 RadiaCion .....ccccuiiiiiiiiiiiiieeieeeeeiee e 58

VI.6.3 CONAUCCION .ooniiiiiiiiiieiieeeeeeceee e 58

VI.6.3.1 Ley de Fourier ....ccoccveeeeeeeieeieeeeeccvneeee, 59

VI.6.3.2 Conductividad térmica ........cccecveeenuveennnne 61

VI.6.3.3 Conductividad a través de una pared ....... 62

V1.6.3.4 Perfil de temperatura a través de n losas . 65



VII. MATERIALES Y METODOS .....ueiiiiiieiieeette ettt ettt sttt sttt e st e b e e snee e e ns 68
VII.1. Microscopios eValuado.........uueeeeeeeeeieeiiii e 68
VII.2. Las celdas Peltier ........coouiiiiiiiieiiieeeieeeee e 68
VII.3. Circuito de control de las celdas Peltier ..........cccocveeiniiieiiiieeennnen. 68

VIl.4. Adaptacion de una fuente de poder para el circuito de control .... 71

VIL.5 Montaje del sistema en el Microscopio.......cccccevvvriieereeieeeeeeeieeieenn, 71
VII.6. Flujo de calor en las celdas Peltier y la base del microscopio......... 72
VII.7. Estudio preliminar de oncdsferas de T. Solium.............cccceeeeennn..e. 75
VII.8. Preparacion de la cdmara porta muestra .......ccccccvvveeeeeeieeeeeeeeeenn. 76
VII.9. Simulacion de la transferencia de calor en el sistema.................... 76

VI1.10. Observacion de las oncésferas de Taenia solium a temperatura

=T JU] F=To - TSR R PR 77

VL= RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt eat e st e sat e st eeabeeeabeeebeeesneeesaneens 78
VIIL.1 La cdmara porta MUESIra......cuceeeeeieee e 78

VIII.2 Adaptacion de fuente de poder para el Circuito de Control........... 78

VIIl.3 Imagenes térmicas de la base del microscopio y del porta muestra a

diferentes tiemMPOS .....uvviiiiieeeee e 79
VIII.4 Simulacién de la transferencia de calor en el sistema.................... 80
VIIL.5 Datos registrados del circuito de control de temperatura .............. 82

VIII.6 Relacion entre las temperaturas de la base del microscopio y la del

(oo = TN 0 U L=E] o - TSR UPPTPRR 85



VIII.7 Estudio preliminar utilizando oncésferas de Taenia solium ............ 86

VIIL.8 . Imagenes de oncdsferas de Taenia Solium incubadas con substrato

fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC........cceveeiieeeieiieeieeccccrreeeeee e e, 87
IX.= DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt s sttt seaeas s s s s sesene 90
Xo= CONCLUSIONES ......ooeeieiecteteteteteteteeeees e s eesaeae ettt s s s s saeasaese s ettt e s s s s s s enanenes 97
X1= REFERENCIAS......oooueeeeiecectetetetetetesetetesesessesasaeaesete s sttt es s s s esasasaesesesesesesesesasenenasanenes 98
XIL= ANEXOS ..ottt ettt s s a ettt et et et et s s s s s sasasaeae s et et et eseses s s s ananenes 98



l.- RESUMEN

Actualmente los dispositivos comerciales de calentamiento de muestras bioldgicas para
microscopios épticos son muy costosos. La presente tesis describe el desarrollo y la
caracterizaciéon de un sistema de calentamiento térmico, especialmente disefiado para
acoplarlo a un microscopio de fluorescencia comercial Nikon Eclipse E-600, para el estudio

in-vitro de oncdsferas (huevos) de Taenia solium.

En la presente tesis, se utiliza un sistema térmico de un costo total aproximado de $50
basado en celdas Peltier, las cuales se fijan a la base metdlica del microscopio para
calentarlo. Se utiliza también un circuito analégico simple de control basado en un sensor
de temperatura LM335. También se realizé el procedimiento para obtener una solucién
de oncosferas Taenia solium fluorescentes. Se fabricé una cdmara porta muestra para
contener a las oncésferas de Taenia solium durante la observacion. Se calibré el sistema

electrénico monitoreando la muestra con una termocupla y una camara de vision térmica.

El sistema desarrollado permitié obtener imagenes de las oncosferas de Taenia solium in

vitro mientras se les mantenia a una temperatura alrededor de 34,5 £ 0,7 eC.

Esta tesis permite que investigadores en bio-medicina pueden tener una herramienta
practica, reproducible en cualquier laboratorio, que les permita realizar investigaciones

con muestras in-vitro, no solo de Taenia solium, sino, debido a las caracteristicas de



estabilidad y practicidad de sistema desarrollado, pueda ser usado para la observacion de
otros tipos de muestra bioldgicas y pueda ser implementado en otros tipos de

microscopio.



Il.- ABSTRACT

Currently commercial biological sample heating devices for optical microscopes are very
expensive. This thesis describes the development and characterization of a thermal heating
system, specially designed to be coupled to a commercial Nikon Eclipse E-600

fluorescence microscope, for the in vitro study of oncospheres (eggs) of Taenia solium.

In the present thesis, a thermal system with an approximate total cost of $ 50 based on
Peltier cells is used, which are fixed to the metal base of the microscope to heat it. A simple
analog control circuit based on an LM335 temperature sensor is also used. The procedure
was also carried out to obtain a solution of fluorescent Taenia solium oncospheres. A
sample holder chamber was fabricated to contain the oncospheres of Taenia solium during
the observation. The electronic system was calibrated by monitoring the sample with a

thermocouple and a thermal vision camera.

The developed system obtained images of the oncospheres of Taenia solium in vitro while

maintaining a temperature around 34.5 + 0.7 °C.

This thesis allows researchers in bio-medicine to have a practical tool, reproducible in any
laboratory, that allows them to carry out research with in vitro samples, not only of Taenia
solium, but, due to the characteristics of stability and practicality of the developed system,
it can be used for the observation of other types of biological sample and can be

implemented in other types of microscope.
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lll.- OBJETIVOS

II.1. Objetivo General.
Desarrollar un sistema de control de temperatura que permita el uso de un microscopio

de fluorescencia para obtener imagenes in vitro de oncdsferas de Taenia solium.

I1.2 Objetivos Especificos.

- Desarrollo del sistema electrdnico del control y potencia para celdas Peltier.

- Montaje de las celdas Peltier en un microscopio, caracterizacidn térmicay
calibracion del sistema.

- Implementacién del protocolo para la obtencion de una solucién de oncésferas
de Taenia solium.

- Fabricacidn de porta muestras y colocacion de las oncésferas de Taenia solium.

- Seleccién de filtros excitacién y emision y lentes de un microscopio de
fluorescencia adecuados para la muestras y obtencion de imagenes in vitro de

oncosferas de Taenia solium.

11



IV.- HIPOTESIS

[1l.1. Hip6tesis General.
Es posible desarrollar un sistema de control de temperatura de bajo costo

adaptable a un microscopio dptico para estudiar muestras bioldgicas.

[11.2. Hipétesis Especifica.
- Esposible desarrollar un sistema electrdnico del control y potencia para las
fuente de poder de celdas Peltier.
- Es posible montar celdas Peltier en un microscopio para con ellas calentar
la base del microscopio y calentar asi las muestras bioldgicas a estudiar.
- Es posible fabricar un porta muestras donde las muestras liquidas no se
evaporen en observaciones largas y se pueda utilizar para oncésferas de

Taenia solium.

12



V. INTRODUCCION
V.1 Antecedentes

V.1.1. Sistemas de Control de Temperatura Comerciales

Actualmente existen en el mercado algunos sistemas de control de temperatura para

muestras bioldgicas adaptados a microscopios. Un ejemplo es el sistema Millipore, M.

CellASIC™ ONIX (ver figura 1)

ogp\2rs  «

Convective Peltier
heat exchanger

Recirculating
temperature-
controlled

gas mixture

#1.5 thickness
170 pm thick glass

Air pressure driven flow

a microscope stage.

C

Figura 1. Sistema de control de temperatura Millipore, M. CellASIC™ ONIX A. Modulo de
microfluidica y mdédulo de control de temperatura. B. Cdmara del sistema adaptable al
microscopio. C. Esquema y conductos dentro de la camara del sistema Millipore, M.
CellASIC™ ONIX. [1]
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Los equipos comerciales como el sistema Millipore, M. CellASIC™ ONIX son muy costosos.
Por separado, el mddulo de control del sistema de microfluidica de este sistema cuesta

23 000S, mientras que el sistema de control de temperatura 5000 S. [1].

Otro instrumento comercial es el sistema “Cube & Box” de Life Imaging Services [2]. La
figura 2 muestra este sistema el cual es un armazon de acrilico acoplado a una fuente de
aire caliente. El “Cube” emite aire a temperatura controlada, calentando asi el

microscopio, el portamuestra y las muestras que vayan a estudiarse con el.

BOX CUBE

on a Leica DM IRBE precision air heater

Figura 2. Sistema Cube & Box de Life Imaging Services. [2]
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V.1.2. Reportes del Desarrollo de Sistemas de Control de Temperatura de

bajo costo Adaptados a Microscopios

Como presente linea arriba, los equipos comerciales de control de temperatura
adaptables a microscopios épticos son costosos. Debido a ello existen diversos reportes
del desarrollo de sistemas de bajo costo de control de temperatura adaptados a
microscopios. Un ejemplo de ello es el trabajo de Kulesa and Kasemeir-Kulesa [3]. Los
autores utilizaron una caja de carton que rodea al microscopio. Se hace llegar aire caliente
al interior de esta caja desde una incubadora, manteniendose la temperatura en su
interior controlada debido al aire proveniente de la incubadora. El estudio reporta que la
temperatura se mantiene controlada con fluctuaciones minimas y ha sido probada y

utilizada en estudios de embriones de pollos, ratones y peces cebra.

También debo mencinar el trabajo de Yuji Matsukawa et al. [4] quienes fabricaron una
base para un microcopio horizontal (los autores lo describen como un microcopio
invertido rotado 902) en el cual podian regular su temperatura utilizando un calentador
de caucho de silicona, pudiendo también controlarla remotamente desde una PC o desde

un telefono smartphone.

Finalmente mencionare el trabajo de Andre Maia Chagas et al. [5] quienes desarrollaron

una plataforma de codigo abierto a ser impresa en una impresora 3D que incluye un

microscopio de fluorescencia y un sistema de control de temperatura de precision.

15



Este trabajo de tesis presenta también una propuesta de sistema de control de
temperatura de bajo costo adaptable a un microscopio de fluorescencia para evaluar

muestras biologicas.

V.2 La temperatura del cuerpo humano

El cuerpo humano, y las células que lo conforman, se mantiene aproximadamente a una
temperatura entre 36.1 y 37.2 °C. [6]. Por ello, las proteinas del cuerpo humano suelen
tener una 6ptima actividad enzimatica alrededor de esta temperatura. Los patégenos que
infectan humanos han evolucionado para que su actividad infecciosas sea también
optima alrededor de 37°C. Por este motivo muchos de los estudios bioldgicos o
bioquimicos de células o proteinas pueden dar resultados mas similares a lo que ocurre
dentro del hospedero humano si se le estudia a esta temperatura. De esta manera, la
mejor manera de estudiar algun efecto bioldgico real en el laboratorio que afecte al
humano seria manteniendo las células o proteinas bajo estudio usualmente dentro del

rango de 36-37°C y realizar el experimento a dicha temperatura. [7-9].
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VI. FUNDAMENTO TEORICO
VI.1 Algunos Aspectos Bioldgicos

VI.1.1 Teniasis / Cisticercosis

Teniasis /cisticercosis es una enfermedad causada por la infeccidn con el cestode Taenia
solium.. Esta enfermedad es endémica en América Latina y en muchos paises de Asia, Sub-
Saharan de Africa y Oceania y es responsable de una significante cantidad de morbilidad
y hospitalizaciones [10-12], la Organizacidn Mundial de la Salud estima que mas de 2.5
millones de personas estan infectadas con teniasis y cerca de 50 millones son infectadas
con cisticercosis, con una mortalidad de 50,000 fallecidos cada afio.

La complicacidon mas seria de esta enfermedad es la infeccidn del sistema nervioso central
del humano por el estadio intermediario del parasito (el cisticerco), el cual causa la
enfermedad clinica conocida como Neurocisticercosis (NCC) [13]. NCC es la enfermedad
neuroldgica humana mas importante causada por un parasito en los paises en vias de
desarrollo, causa la mayoria de casos de epilepsia en comparacion a otras enfermedades
parasitarias. Ademds, NCC es la mayor causa comun de epilepsia adquirida en el mundo

[14].

Teniasis/cisticercosis es una enfermedad zoondtica con un ciclo de vida que comprende
2 hospederos : el humano y el cerdo. El cerdo constituye el hospedero intermediario
natural Los humanos son los Unicos hospederos definitivos conocidos del parasito adulto.
La infeccion con el parasito adulto (Teniasis) ocurre por el consumo de cisticercos

presentes en carne de chancho mal cocinada. En el sistema digestivo, los cisticercos
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viables son estimulados para que evaginen liberando al escélex que se adhiere a la
mucosa del intestino delgado a partir de la cual crece la tenia adulta, generando una
Teniasis [11]. La tenia adulta vive en el intestino delgado de humano hospedero y secreta
sus huevos (oncésferas) las cuales pueden ser secretadas via las heces contaminando el
medio ambiente. Si estas oncdsferas son ingeridas por los cerdos, estas pueden llegar a
diversas partes de su organismo como por ejemplo los musculos o el sistema nervioso.

(esta via de infeccidon no esta actualmente bien entendida). Finalmente las oncdsferas

desarrollan los cisticercos dentro de los musculos del cerdo cerrando el ciclo de vida de

la T. solium (ver Figura 3), produciendo la Cisticercosis.

Eventualmente, un humano podria ingerir oncdsferas de T. solium produciendo
ciesticercosis humana.

Taenia solium es un parasito perteneciente al phylum Platyhelminthes, clase Cestoidea,
subclase Eucestoidea, orden Cyclophyllidea y familia Taeniidae. Morfolégicamente, la
tenia adulta posee un scolex con una roseta y 4 ventosas con una doble corona de
ganchos, los cuales le permiten al estadio adulto vivir en el intestino delgado adherido a

su pared intestinal.

T. solium tiene 3 diferenciados estadios en su desarrollo: la taenia (el cestode), la
oncosfera (huevo de la taenia), y el cisticerco (la larva). Los humanos son los Unicos
hospederos definitivos para el gusano adulto, ambos humanos y chanchos pueden actuar

como hospederos intermediarios y desarrollar la larva o cisticerco.

18



Clstlcerco en musculo

@_ﬁ © El humano adquiere teniasis a través de la
Los embriones hexacanto se liberan ingesta de carne con cisticercos, cruda o
del huevo, atraviesan pared lntestl mal cocida
y llegan a musculos por circul
©

T saginata T solium

1
Escdlex se fija a intestino

Reses (T. saginata) y cerdos (T. solium)
se infectan al ingerir vegetacién contaminada
con huevos o proglétidos gravidos

T saginata T. solium

&dulto en intestino
delgado

A\ - Infectante
A\ =Diagnéstica

Huevos o proglétidos gravidos enjheces T———
eliminados en el medio ambiente hitp:liwww.dpd.cdc.govidpdx

Figura 3. Ciclo de vida de Taenia solium. Tomado de Garcia and Martinez, Taenia Solium
Taeniasis/Cysticercosis [15]

VI.1.2 Secrecidn de vesiculas por la oncdsfera de T. solium

Las oncdsferas de T. Solium son los huevos de la tenia adulta. Hace algunos afios el grupo
de Venastegui et al. [7] con el propdsito de entender el proceso de infeccidn de las
oncésferas de T. solium y desarrollo del cisticerco, estuvo estudiando la adherencia de
oncésferas a ciertas lineas celulares, observaron que cuando estas se mantienen a 37°C,

secretan vesiculas.
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VI.1.3 La Microscopia Optica y la Biologia Celular

Una célula animal tipica mide entre 10-20 um de diametro, lo cual es aproximadamente
la quinta parta de la particula mas pequefia visible por el ojo humano. Cuando buenos
microscopios estuvieron disponibles, a comienzos del siglo 19 se descubrieron que los
todos los tejidos de las plantas y de los animales eran agregados de células individuales.
Este descubrimiento propuesta domo la “doctrina celular” por Schleiden y Schwann en

1838 marco el nacimiento formal de la biologia celular [16].

Las células animales no son solamente pequeiias, tampoco tienen color y son
translucidas. Consecuentemente, el descubrimiento de su estructura interna dependid
del desarrollo, en la ultima parte del siglo IXX, de una variedad de técnicas que ofrecian
suficiente contraste para hacer dicha estructura visible. En la figura 4, cada diagrama
muestra una imagen magnificada por un factor de 10 en una imaginaria progresion desde
laimagen de un dedo, a través de las células de la piel, al ribosoma, hasta una agrupacion

de atomos que forman parte una de las muchas proteinas de nuestro cuerpo.
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Figura 4. Escala entre células vivas y atomos. [16].

De manera general, los microscopios dpticos no pueden utilizar luz visible para observar
los detalles de la estructura menores a su longitud de onda. Esta es una limitacidn
fundamental de todos los microscopios. Por lo tanto, el limite de resolucién de un
microscopio de luz visible viene dado por la longitud de onda de la luz visible la cual se

encuentra entre 400 nmy 700 nm. En términos practicos, una bacteria o una mitocondria,
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que miden aproximadamente entre 20 -0.5 um, son generalmente los objetos mas

pequeinos que pueden observarse en un microscopio éptico.

V1.2 Microscopia Optica

Los microscopios son instrumentos designados para producir una magnificacion visual de
objetos pequeiios.

Un microscopio debe ser capaz de: (1) producir una imagen magnificada de un espécimen,
(2) en la que se puedan observar los detalles en la imagen, y (3) que sean visibles para el
ojo humano o una cdmara adaptada a este. Estas caracteristicas se pueden obtener con
instrumentos que no solamente utilizan multiples lentes con objetivos y condensadores,
sino también por instrumentos que utilizan una lente Unica.

El microscopio ilustrado en la figura 5 es un microscopio simple compuesto inventado por
el britdnico Robert Hooke en la década de 1660. Este microscopio tiene una lente de
objetivo cerca de la muestra y se enfoca girando el cuerpo del microscopio para acercar
o alejar el objetivo de la muestra. Se inserta una lente ocular en la parte superior del
microscopio y, en muchos casos, hay una "lente de campo" interna dentro del cilindro
para aumentar el tamano del campo de visidn. El microscopio de la Figura 5 se ilumina a
través de la lampara de aceite y el depdsito esférico lleno de agua. La luz de la [dmpara se
difunde cuando pasa a través del depdsito y luego se enfoca en la muestra con una lente
colocada en el depésito. Este primer microscopio sufria de aberraciones cromaticas (y
esféricas), y todas las imagenes vistas con luz blanca contenian "halos" que eran de color

azul o rojo.
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Ocular

Lampara
de aceite = Embase

Barril

Tornillo de ajuste
Objetivo

Figura 5. Microscopio de Robert Hooke [17]

VI.2.1 El Ojo Humano

Nuestros ojos son capaces de distinguir el color en la porcién visible del espectro de la
luz: de violeta a azul a verde a amarillo a naranja a rojo; el ojo no puede percibir los rayos
ultravioleta o infrarrojos. El ojo también es capaz de detectar diferencias de brillo o
intensidad que van del negro al blanco y todos los tonos de gris intermedios. Por lo tanto,
para que una imagen sea vista por el ojo, la imagen debe presentarse al ojo en colores del
espectro visible y / o grados variables de intensidad de luz. Los receptores oculares de la
retina que se utilizan para detectar el color son las células llamadas conos; las células para
distinguir los niveles de intensidad, no en color, son las células llamadas bastones. Estas
células estdn ubicadas en la retina en la parte posterior del interior del ojo. La parte
frontal del ojo (ver Figura 6), incluido el iris, la cérnea curva y el cristalino, son

respectivamente los mecanismos para admitir la luz y enfocarla en la retina.
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Musculo ocular
Retina

Cristalino

Figura 6. El ojo humano [17]

En el ojo humano, el cristalino es una lente biconvexa situada después del iris y delante
del humos vitreo la cual permite enfocar los objetos a diferentes distancias en la retina.
El cristalino forma una imagen invertida de los objetos que observamos, imagen que es
detectada por las células conos y bastones, las cuales llevan la informacién de las

imagenes al cerebro.

VI.2.2 El Microscopio Optico

Las imagenes de la figura 7 ilustran el interior de un microscopio dptico y el esquema del

mismo.
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Esquema del Microscopio Optico

Ojo
Tubo para camara Imagen proyectada —— ®————
« (captada por el ojo) .
Ojo N .

Cuerpo del microscopio Lente proyectora ‘______
/ (ocular) —
-

Tubo de observacion y/ Fuente de —
iluminacion

Imagen intermedia

Lente objetivo — C;)
/ ‘\

Apertura de diafragma == Objeto —_

Condensador
Lente

condensadora — |~
Diafragma de campo

Fuente }
luminosa ——ig @

A B

Figura 7. Esquema de un Microscopio Optico [18]

En la figura 7 B podemos apreciar el esquema de un microscopio dptico. En la parte
inferior tenemos una fuente de luz, posteriormente una lente condensadora cuya
finalidad es concentrar la luz de la fuente para poder iluminar la muestra de manera
uniforme generando un cono de luz que llega a la muestra. Usualmente las lentes
condensadoras tienen un diafragma que ayuda a regular la cantidad de luz que llega a la
muestra. Después de la muestra se tiene la lente objetivo que es donde se produce la
mayor parte del aumento aportado por el microscopio. La imagen que se puede obtener

después del microscopio es una imagen real. Posteriormente los rayos de luz atraviesan
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el ocular la cual magnifica la imagen amplificada por la lente objetivo produciendo una
imagen virtual que es observada por el usuario del microscopio. EI aumento del
microscopio viene dado por el producto del aumento del objetivo x aumento del ocular.
Finalmente el cristalino del ojo va a enfocar la imagen virtual del ocular en la retina. (ver

figura 8)

}‘ 72
< Jf~\t_._/%/
Imagen

Observador real

/

Ocular

Imagen
virtual

Figura 8. Formacion de la imagen virtual por el ocular luego de la lente objetivo en un
microscopio. [19]

La figura 7A muestra la estructura interna de un microscopio dptico. Adicionalmente a la
lentes descritas en el esquema, los microscopio binoculares disponen de prismas los

cuales separan el haz de luz proveniente del objetivo en dos haces hacia cada ocular.

VI.2.3 Aberraciones

Las lentes simples tienen superficies esféricas. Las lentes esféricas estdn asociadas o
producen diversos problemas &pticos llamadas aberraciones, lo cual distorsiona la

imagen de diversas maneras. Las principales de estas aberraciones son:
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Aberraciones cromaticas,

Las aberraciones cromaticas ocurren debido a que el indice de refraccion de las lentes
depende de la longitudes de onda de la luz visible. Un ejemplo de aberracién cromatica

se aprecia en una foto de la figura 9.

Esta aberracién puede reducirse colocando dos lentes juntas en una configuracion

conocida doblete acromdtico como se muestra en la figura 9 C.

A B C

Figura 9. Aberraciones cromaticas, A. Fotografia mostrando la aberracién cromatica, B.
Variacion en el enfoque de distintas longitudes de onda por una lente debido a la
aberracién cromatica, C. Ejemplo de correccién de la aberracién cromatica con una lente
compuesta. [20, 21]

Aberraciones esféricas,

Las aberraciones esféricas (Figura 10A) se producen cuando los haces de luz que llegan
proximos al eje dptico (rayos paraxiales) de una lente esférica o de un espejo esférico se
concentran en un punto y los haces alejados del eje dptico se concentran en otro, a
diferencia del caso donde todos los haces se enfocan en un punto, como seria el caso
ideal. Este comportamiento es inevitable y se debe a la propia simetria esférica de las

lentes o espejos.

27



Coma

Figura 10. Ejemplos de aberracidon A. esféricay B. coma [21, 22]

La aberracidn esférica puede corregirse de distintas maneras como por ejemplo:
(1) utilizando un diafragma que impida el paso de los rayos mas alejados del eje dptico,
(2) combinando lentes con efectos opuestos o

(3) usando superficies parabdlicas en lugar de esféricas

Coma,

Este tipo de aberracién se parece a la aberracidn esférica, pero en este caso se produce
cuando los haces de luz que llegan desde una fuente de luz no llegan como haces
paralelos al eje éptico sino oblicuos (ver figura 10B)

Para corregir el coma se puede utilizar combinaciones de lentes o/y diafragmas.

Astigmatismo,

El astigmatismo es una aberracién que se observa cuando la lente enfoca planos distintos
(por ejemplo el plano vertical o el horizontal) a distintas distancias (figura 11) Ello se debe

a que la lente presenta distintas curvaturas para distintos planos.
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Figura 11. Ejemplo de astigmatismo [23]

Curvatura del campo,

La curvatura de campo es un tipo de aberracién que se produce cuando un objeto plano

proyecta una imagen curva (no plana). Ver figura 12.

Objeto /)
plano )

Imagen
curvada

Figura 12. Ejemplo de la aberracién curvatura de campo [24]

Distorsidn,
Adicionalmente a las distorsiones producidas por las imperfecciones en las lentes, algunas
distorsiones se producen a partir de la geometria de la lente. En las figuras siguientes se

pueden ver las distorsiones de barril (distorsidn positiva) y de cojin (distorsién negativa)
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formadas en un gruesa lente de vidrio doble convexa (figura 13). Ellas son la razén de la
T‘-‘?—_
\ \

limitacién practica en el aumento alcanzable por una lupa simple.

—T
\

T/
—T—_

T |i [ {
O ot

Figura 13. Ejemplo de distorsion positiva y negativa

Como se ha mencionado lineas arriba, las medidas correctivas en estos tipos de
aberraciones incluye la utilizacion de mas de una

lente (lentes compuestos),
incorporacion de lentes asféricas, y otros métodos. Los lentes objetivo estan disefiados

para corregir las aberraciones, pero nunca pueden removerlas completamente.
VI.2.4 Resolucidn

Para objetos puntuales luminosos (microscopia de fluorescencia, microscopia de campo

oscuro) o para puntos no luminosos que son examinados por microscopia de campo
como:

brillante en luz trasmitida donde la apertura numérica del condensador es mayor a la

apertura numérica del objetivo, el poder de resolucién del microscopio [12] esta definido
0.61 A / AN

(Eq. 1)
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Donde d es la minima distancia que se puede resolver en unidades de micras, y AN es la
apertura numérica de la lente objetivo [12].

En el caso de un microscopio de campo brillante, donde NA del condensador < NA
objetivo)

d = 1.22 A / (AN condensador + AN objetivo) (Eq. 2)

Estas ecuaciones describen el criterio de Rayleigh (figura 14) para la resolucién de dos
puntos de difraccion muy cercanos. Por este criterio, dos objetos adyacentes se definen
como bien resueltos si el punto central de difraccion de uno de los puntos coincide con

el primer minimo de difraccidn del otro punto en el plano de la imagen.

LA

(a) (b) (c)

Figura 14. Criterio de Rayleigh de resolucién espacial [25].
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VI.3. Fluorescencia

La fluorescencia es la emisién de luz por una molécula o atomo que ha absorbido luz u
otra radiaciéon electromagnética. Es una forma de luminiscencia.

De esta manera un electréon de la molécula es exitado al absorber la energia de un foton
incidente (hf) realizando con ello la molécula una transicidon a un estado excitado. (ver
figura 15). Posteriormente el sistema regresa a un estado inferior o regresa al estado
fundamental con la emisién de espontanea de uno o mas fotones. La radiacion asi emitida
se denomina fluorescencia.

“ hf'

© “ hf"
hf™

hf

Figura 15. Excitacién y emisidon de fotones por fluorescencia [26]

Los materiales fluorescentes dejan de brillar casi inmediatamente cuando se detiene la
fuente de radiacion, a diferencia de los materiales fosforescentes, que contindan
emitiendo luz durante algun tiempo después.

La fluorescencia tiene muchas aplicaciones practicas, que incluyen mineralogia,
gemologia, medicina, sensores quimicos (espectroscopia de fluorescencia), etiquetado
fluorescente, tintes, detectores bioldgicos, deteccidn de rayos cdsmicos, pantallas

fluorescentes al vacio y tubos de rayos catddicos.

32



El fendmeno de fluorescencia se conoce desde la mitad del siglo IXX. George
Gabriel Stokes fue uno de los cientificos que observo que el mineral fluorspar florece
cuando le incide luz ultravioleta, el acuio el nombre “fluorescencia”. Stokes observo que
la luz de fluorescencia tiene una longitud de onda mayor que aquella de la luz de

excitacion.

La Figura 16 muestra una representacion de la regién de la luz visible de la radiacién
electromagnética, la cual cubre un rango de longitudes de onda desde aproximadamente
400nm hasta 700nm de longitud de onda de la radiacién electromagnética. En los limites
de esta region visible se encuentra la luz ultravioleta (aproximadamente menor a 400nm)

y la luz infrarroja (aproximadamente mayor a 700nm)

rayos rayos Onda corta
rayos ultra 4 , TV AM
ganma rayos X violeta inframojos radar
- oy
10" 10" 102 ~10° 100 I0'~ 10° 1 100 10
- ™ e Longitud de onda (metros)
- "
- . e Baad
- Luz visible e IR

Ll i

4000 5000 6000 7000
Longitud de onda (Angstrom)

Figura 16. Espectro de la Luz Visible [27]

La microscopia de fluorescencia es un excelente método para estudiar materiales que
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pueden florecer, los cuales pueden encontrarse puros o junto a otros compuestos
haciendo una muestra compleja de estudio. Se puede estudiar estos compuestos en su
forma natural (estudiando asi su auto florescencia) o cuando son tratados con
compuestos quimicos que pueden darle fluorescencia. El microscopio de fluorescencia
fue ideado en el siglo XX gracias a los cientificos Kéehler, Reichert, y Lehman. Sin embargo,

el potencial de este instrumento fue observado varias décadas después.

VI.3.1. Fluoréforos

Fluoréforos son pigmentos que se unen a material organica. Estos fluorocromos son
capaces de absorber y re-irradiar luz. Usualmente su union a una molecula blanco es
altamente especifica y tienen un rendimiento significativo respecto a su razon de
absorcidon/emision, lo cual los hace muy valiosos en aplicaciones bioldgicas. La figura 17
A y B muestra la estructura (A) asi como el espectro de excitacion y emisién del

fluorocromo 7-amino-4-methylcoumarin (AMC).
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Figura 17. Fluorocromo AMC (7-amino-4- metilcumarina). A. Estructura, B. Filtro Nikon
para fluorocromo AMC, C. Espectro de absorcion y de emision del flurocromo AMC [28].
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VI.3.2. Aminoacidos, Proteinas, Enzimas

Las proteinas son polimeros formados por aminodcidos, donde cada residuo de

aminodcido esta unido a su vecino por especifico enlace covalente. (El termino residuo

refleja la perdida de elementos del agua cuando un aminoacido se une a otro).

A Amino Acids with Electricaly Charged Side Chains

Positive Negative
> A ~ ’ A \
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Figura 18. Clasificacidon de los aminoacidos [29]
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Las enzimas son aquellas proteinas que tienen actividad enzimatica. No todas las

proteinas tienen actividad enzimatica.

Las enzimas reciben su nombre dependiendo de su funcién enzimatica. Por ejemplo
existen aciltransferasas, proteasa, lipasas, ,.. etc, estas son, respectivamente, enzimas
gue catalizan la transferencia del grupo funcional acilo, que rompen enlaces peptidicos
de las proteinas y que rompen enlaces de lipidos. Asi, debido a diversas enzimas las
proteinas pueden también romper sus enlaces o hidrolizarse hacia sus aminoacidos

constituyentes.

VI.3.3 Péptidos flurogénicos

Muchas proteasas rompen enlaces peptidicos en las proteinas ubicados entre residuos
especificos, asi se puede hablar de “substratos de las enzimas” (de las proteasas en este
caso).

Cuando se conoce las secuencias de aminoacidos que una proteasa especifica puede
degradar, se puede conseguir comercialmente péptidos que contenga dichas secuencia
especificas. Un péptido es una secuencia corta de aminoacidos. Diversos péptidos
substratos de proteasas se pueden adquirir comercialmente, viniendo estos unidos a un
fluoréforo. En estos sistemas, el fluoréforo aumenta considerablemente su fluorescencia

cuando la proteasa degrada el péptido. Existen comercialmente diferentes péptidos
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conteniendo secuencias substratos de diferentes proteasas unidos a fluoréforos, de tal
manera de que uno puede evaluad diferentes substratos flurogénicos con una proteasa

desconocido para determinar el tipo de proteasa bajo estudio.

En esta tesis se ha utilizado el substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC, cuya estuctura se
muestra en la figura 19. Los espectros de absorciéon y emisién del fluoréforo AMC se

muestra lineas arriba en la figura 17C.

I xE

Figura 19. Estructura del substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC [30]

VI.3.4 Microscopio de Fluorescencia

Un microscopio de fluorescencia busca irradiar una muestra a estudiar con una luz
denominada de excitacidn. Por ello, los microscopios de fluorescencia disponen de filtros
de luz adecuados sobre la luz que incide sobre la muestra, limitando asi los rangos de
longitudes de onda de la luz que inciden sobre la muestra bajo estudio. La luz que es
transmitida por este primer filtro e incide sobre la muestra se denomina luz de excitacion.

El tipo de filtro a utilizar depende del compuesto fluorescente presente dentro de la
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muestra bajo estudio. Al hacer incidir la luz de excitacién sobre la muestra bajo estudio,
el compuesto fluorescente generard una emision de luz de fluorescencia. El microscopio
de fluorescencia debe permitir separar la luz (usualmente de baja intensidad) de
fluorescencia emitida por el compuesto fluorescente de la intensa luz de excitacidn, de
tal manera de que solamente la luz emitida llegue al detector. Para obtener ello, los
microscopios de fluorescencia utilizan un segundo filtros de luz en el camino déptico
después de la muestra y antes de la lente objetivo.

Al utilizar este instrumento, se busca generalmente que la imagen resultante sea un area
de fluorescencia brillante sobre un fondo negro con suficiente contraste para permitir su
deteccidn. Se considera de que mientras mas oscuro sea el fondo de la imagen obtenida
mas eficiente es el microscopio de fluorescencia.

La Figura 20 presenta un esquema simple de la deteccidn de fluorescencia de un
compuesto utilizando una fuente de radiacién UV y dos filtros de luz. Estos filtros
aseguran la calidad de la imagen de la imagen de fluorescencia obtenida por un

microscopio de fluorescencia.
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Excitacion

Figura 20. Observacion de la fluorescencia de un compuesto utilizando una fuente de
luz UV [31].

La microscopia de luz por reflexién es referida como de luz incidente, epi-iluminacién o
microscopia metalurgica. Es también el método que se escoge para la fluorescencia. La
muestra que se utiliza para ser visualizada con esta técnica suele ser opaca por lo que la
luz no es capaz de pasar por este espécimen, por lo que la luz indice en la superficie y
eventualmente retorna al microscopio objetivo por reflexién difusa o especular. Existen
también microscopio de luz por transmisién, donde la luz atraviesa una muestra

transparente a la luz dejando observar su forma y detalles.

La figura 21 muestra el esquema de un microscopio de fluorescencia, donde se muestra
la posicion de los filtros de excitacidn y de emisidn, asi como el espejo dicroico, las lentes
y la posicion de la muestra. La luz UV de la fuente de luz de este microscopio es la fuente

de luz de excitacion usual para el andlisis de muestras con este microscopio.
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Figura 21. Microscopio de fluorescencia [32]

En este instrumento, la longitud de onda que se utilizard para exitar los fluoréforos de la
muestra es filtrada por el filtro de emisidn el cual es reflejado en el espejo dicroico y llega
a la muestra. En la muestra esta luz excita los fluoréforos, los cuales emitiran por
fluorescencia otra longitud de onda de luz de menor energia. Esta luz emitida atraviesa el
espejo dicroico vy es filtrada por el filtro de emisidn, para luego llegar a la lente objetivo y
formar la imagen de la muestra.

El espejo dicroico mencionado es usualmente un “beam spliter” que tiene una superficie
semi-reflectora, que permite la separacidn del haz incidente sobre la muestra y deja pasar
al haz emitido por la muestra. Usualmente este “beam spliter” esta acoplado con los

filtros de excitacion y de emisién, los cuales son adecuados a la longitud de onda de
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excitacidon y emision del fluoréforo con el que se va a trabajar, haciendo las eficiente la

toma de imagenes.

En esta tesis se ha utilizado un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse con un cubo
filtro Nikon UV-2E/C cuyas caracteristicas se muestran en la figura 22 . Los espectros de

longitudes de onda de excitacidn y emisién con que permite trabajar este filtro se muestra

a continuacion:

UV-2E/C (Medium Band Ultraviolet Excitation)
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Figura 22. Caracteristicas del filtro Nikon UV-2E/C para microscopios de fluorescencia
[33]

VI.3.5 Componentes opticos del Microscopio de Fluorescencia

VI.3.5.1. Fuente de Luz
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Como fuente de luz UV para obtener las imagenes se suele utilizar [dmparas de mercurio
o lamparas de Xenon, las cuales suelen ser conectadas a una fuente de poder de voltaje

DC. El microscopio con el que se desarrollo esta tesis utilizo una lampara de mercurio.

VI.3.5.1.1. Lampara de vapor de mercurio.-

Una lampara de vapor de mercurio es una ldmpara de descarga de gas que utiliza un arco
eléctrico a través del mercurio vaporizado para producir luz. La descarga del arco
generalmente se limita a un pequefio tubo de arco de cuarzo fundido montado dentro de
un bulbo de vidrio de borosilicato mds grande. El bulbo exterior puede ser transparente
o estar revestido con fésforo; en cualquier caso, la bombilla exterior proporciona
aislamiento térmico, proteccién contra la radiacién ultravioleta que produce la luz y un
montaje conveniente para el tubo de arco de cuarzo fundido.

Las [dmparas de mercurio transparente producen luz blanca y adicionalmente tienen las
lineas espectrales del mercurio.

La figura 23 muestra el espectro de emisién visible de una lampara de mercurio :
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Figura 23. Espectro de emisién de una l[dmpara de mercurio [31].

VI.3.5.2. Cubos filtro
Basicamente, existen tres categorias de filtros: (1) filtros de excitacion, (2)filtros de
barrera y (3) divisores de haz dicromaticos (espejos dicroicos) que generalmente se

combinan para producir un cubo de filtro similar al que se ilustra en la siguiente figura:

Filtros de excitacion.- Los filtros de excitacién permiten que solo las longitudes de onda

seleccionadas de la luz que ilumina la muestra pasen hacia esta.

Filtros de barrera.- Los filtros de barrera son filtros que estan disefiados para suprimir o

bloquear (absorber) las longitudes de onda de excitacion y permitir que solo

determinadas longitudes de onda de emisién pasen hacia el ojo u otro detector.
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Mejorando asi la calidad de la imagen obtenida finalmente son la luz de emisién de la

muestra.

Divisores de haz dicromatidos.- Los divisores de haz dicromaticos (espejos dicroicos) son
filtros especializados que estan disefiados para reflejar de manera eficiente las longitudes
de onda de excitacién y las longitudes de onda de emisién que pasan por el filtro. Se
utilizan en iluminadores de fluorescencia de luz reflejada y se colocan en la trayectoria de
la luz después del filtro excitador pero antes del filtro de barrera. Los divisores de haz
dicromaticos estan orientados en un angulo de 45 grados con la luz que pasa a través del
filtro de excitacion y en un angulo de 45 grados con el filtro de barrera como se ilustra en
la figura 24. Las curvas del filtro (su espectro de emisidon) muestran usualmente el

porcentaje de transmisidon versus las longitudes de onda de la luz.

To Detector
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Figure 1 Retainer Mirror

Figura 24. Cubo de filtro de fluorescencia [34]
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Estos filtros estan disefiados para pasar o rechazar longitudes de onda de luz con gran
selectividad y alta transmisién. La mayoria de los filtros excitadores actuales son del tipo
de interferencia; algunos filtros de barrera también son, para necesidades especiales, del
tipo de interferencia. Los divisores de haz dicromaticos son filtros de interferencia
especializados. En algunos casos, , los filtros que dejan pasar bajar longitud de onda (SP,
del inglés short pass) y los que dejan pasar largas longitudes de onda (LP, del inglés long
pass) se combinan para estrechar la banda de longitudes de onda que atraviesan dicha
combinacién. (ver figura 25). Estos filtros estdn disefiados para pasar o rechazar
longitudes de onda de luz con gran selectividad y alta transmisidén. La mayoria de los filtros
de excitacion actuales son del tipo de interferencia; algunos filtros de barrera también
son, para necesidades especiales, del tipo de interferencia. Los divisores de haz
dicromaticos son filtros de interferencia especializados. A veces, los filtros SP y los LP se
combinan para estrechar la banda de longitudes de onda que atraviesan dicha

combinacion.

- Filtro SP Filtro LP Divisor de haz dicromatico
@
=
o
g;g Block Reflect
g S—
&
& 0

uv (a) IR UV (b) IR UV (c) IR

Figura 25. Transmitancia de los Filtros de Fluorescencia. A. Filtros SP, B. Filtros LP, C.
Divisor de haz dicromatico. [34]
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V1.4 Celda Peltier

VI.4.1. Efecto Seebeck y Efecto Peltier

Durante los inicios del siglo IXX, Thomas Seebeck y Jean Peltier,- descubrieron el
fendmeno que es la base actual para la industria termoeléctrica actual. Seebeck encontré
gue si se coloca un gradiente de temperatura a través de dos uniones de dos conductores
distintos, fluird una corriente. Por otro lado, Peltier aprendié que haciendo circular
corriente a través de dos conductores eléctricos distintos se genera calor el cual puede
ser emitidos o absorbido por la unién de los materiales. Estos fenédmenos se conocen

como efecto Seebeck y efecto Peltier, respectivamente.

Efecto Seebeck.- En el efecto Seebeck se observa que en un circuito formado por dos

conductores homogéneos Ay B, con sus dos uniones a diferente temperatura (Ty T2=T
+ AT ) como se muestra en la figura 26 B, aparece una corriente eléctrica J. Por otro lado,
si este circuito esta abierto , como se muestra en la figura 26A, aparecera una fuerza
termoelectromotriz (ftem) Eag que depende de los metales utilizados en la unién y de la

diferencia de temperatura ( AT ) entre ambas uniones.
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conductor 1 conductor 1

conductor 2 conductor 2

A B

Figura 26. Efecto Seebeck [35]

La relacidn entre la ftem, Eag y la diferencia de temperaturas entre las uniones, AT, define

el coeficiente de Seebeck, Olag [36]:

ar (Eq 3)
Donde O, y Qg , son las potencias termoeléctricas absolutas de de los metales Ay B

respectivamente y son caracteristicas de cada uno de ellos. Qg depende realmente de la

temperatura T (ver figura 26).

Efecto Peltier.- En el efecto Peltier consiste en el enfriamiento o calentamiento de una
de las uniones entre dos conductores distintos debido al paso de por ella una corriente
eléctrica, lo cual depende de ambos conductores y de la temperatura inicial de la unién.

La potencia calorifica intercambiada en la unién entre Ay B es [37] :
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Op=tmf =2 T(ag—a,) (Eq 4)

Donde TCag se denomina coeficiente Peltier, Y se define como el calor intercambiado entre

las uniones A y B por unidad de tiempo y de corriente que circula a través de la misma.

TUas viene descrito por la siguiente ecuacion:

s (Eq 5)
Donde J es el flujo de corriente, S es la superficie, T es la temperatura absoluta y Olag y

QOlag son las potencias termoeléctricas absolutas de los materiales A y B respectivamente.

VI..4.2. Celda Peltier

Actualmente, la industria puede producir mddulos termoeléctricos o0 mddulos Peltier
capaces de calendar o enfriar su superficie en funcién de la corriente que circule por ellos.
Muchos de estos sistemas pueden generar corriente util a partir de fuentes de calor.

Las aplicaciones de estos médulos Peltier son incontables, se han utilizado por ejemplo
en equipos médicos [38, 39], sensores [40], circuitos integrados de enfriamiento [41],
aplicaciones en automaviles y aplicaciones militares.

Como se describié lineas arriba, la termoelectricidad fue descubierta por Seebeck en el

siglo XIX. Las investigaciones modernas en termoelectricidad (TE) se iniciaron con la
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observacion de loffe [42] sobre que semiconductores dopados eran los mejores

termoeléctricos.

Un médulo Peltier esta compuesto principalmente de dos materiales semiconductores,
uno denominado tipo P y otro tipo N, unidos entre si por una ldamina conductora,
usualmente de cobre. Dependiendo de la polaridad del voltaje de alimentacién una de las

caras de la celda Peltier se calienta y la otra se enfria.

VI..5. Termografia

Radiacidon térmica.- La radiacion térmica es emitida por todos los objetos cuya

temperatura se encuentra sobre el cero absoluto medido en Kelvin (-273.152C).
En general un objeto caliente (lo que significa que no esta en el cero absoluto) va a
distribuir su emisién sobre un rango de longitudes de onda en un espectro continuo, lo

cual se conoce como Radiacion de cuerpo negro (figura 27)
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Figura 27. Intensidad de la radiacién de cuerpo negro versus la longitud de onda de la
radiacién emitida [43]

Imagenes infrarrojas térmicas.-

Los detectores de radiacion infraroja térmica pueden ser divididos en 2 clases: detectores
cuanticos y detectores térmicos. En un detector cuantico interactia directamente con el
material detector para cambiar la energia de un electrén, mientras que en un detector
térmico, la radiacidon es detectada como resultado de un cambio en las propiedades
eléctricas del material debido de un cambio de temperatura. Para esta tesis nos

centraremos en los detectores térmicos.
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Detectores térmicos.-

Los detectores térmicos ofrecen un muy amplio rango espectral a costa de una menor
sensibilidad y mayor tiempo de respuesta. Los tres principales detectores térmicos son:
boldmetro termistor, termocuplas y dispositivo piroeléctricos.

El bolometro termistor es un equipo simple que consiste, en esencia de un material
(usualmente carbono, germanio o una mistura de éxidos de metales) cuya resistencia
varia con la temperatura. Una termocupla utiliza el efecto Seebeck (descrito lineas arriba)
para tener una sefial eléctrica en funcidon de su temperatura. Un dispositivo piroeléctrico
es un cristal que redistribuye sus cagas internas en funcidn a su temperatura,
produciendo una distribucién de cargas en la superficie del cristal lo cual resulta en una

diferencia de potencial que puede ser amplificada y detectada.

Imagenes termograficas

En unaimagen de termografia se representan por colores o escalas de grises las diferentes
temperaturas de un campo de deteccidon dentro de un rango. La siguiente figura muestra
un ejemplo de una imagen termografica. A partir de esta imagen se puede estimar la
temperatura en funcidn al color de una imagen. Se puede observar un ejemplo en la figura

28.
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Figura 28. Imagen por termografia [44].

VI.5.1. Camara termografica Flir ONE

Existen comercialmente diversos modelos de camaras termograficas, siendo muchos de

estos adaptables a celulares méviles como por ejemplo la cdmara FLIR ONE, de la marca

FLIR, que es la cdmara que se ha utilizado en este estudio.

Las caracteristicas de la cdmara FLIR ONE, descritas en la pagina de la empresa FLIR [45],

se detallan a continuacion:

Tabla 1. DESCRIPCION GENERAL

Temperatura no operativa

De -20a 60 °C

Rango dindamico de escena

De-2'a120°C

Medidor puntual

OFF/2C/9F. Resolucion 0,12C/0.1 °F

Peso

345¢

Dimensiones (Al. x An. x Pr.)

34 x 67 x 14 mm

Teléfono

i0S
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Tabla 2. APLICACION

Distancia MSX ajustable

de 0,3 m al infinito

Modos de captura

Video, imagen fija, lapso de tiempo

Formato de archivo

Imagenes fijas - jpeg radiométrico Video -
MPEF-4 (formato de archivo: MOV(iOS),

MP4(Android))

Paleta

Gris (blanco caliente), mas caliente, mas frio,
hierro, arco iris, contraste, artico, lava y rueda
gris (blanco caliente), mas caliente, mas frio,

hierro, arco iris, contraste, artico, lava y rueda

Visualizacién/captura de

video e imagen fija

Guardado como 1440 x 1080

Tabla 3. GENERACION DE IMAGENES Y OPTICA

Enfoque

Fijo de 15 cm al infinito

Frecuencia de imagen

8,7 Hz

HFOV/VFOV

502 +-12 / 382 +- 1°

Obturador

10

Resolucidn térmica

80 x 60
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Sensor térmico

Tamario de pixel 17 um, de 8 a 14 um de

rango espectral

Resolucidn visual

1440 x 1080

Tabla 4. MEDIOAMBIENTAL Y APROBACIONES

Ajustes de emisividad

Mate: 95%, semimate: 80%, semibrillante: 60%,
brillante: 30%. La temperatura de fondo

reflejada es de 22 °C.

Golpes

caida desde 1,5m

Temperatura operativa

De o0 a 35 2C, carga de bateria 0 a 30 ¢C

Tabla5. RADIOMETRIA

Sensibilidad térmica (MRDT) | 150 mK

Tabla 6. RENDIMIENTO

Precision

+-39C o0 +-52C, porcentaje tipico de la
diferencia entre la temperatura ambiente y
de la escena. se aplica 60 segundos tras el
inicio cuando la unidad esta entre 15y 35°Cy

la escena esta entre 5y 120 2C
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VI.6. Transferencia de Calor

La transferencia de calor es el proceso del movimiento de energia debido a una diferencia
de temperatura. La transferencia de energia que tiene lugar Unicamente debido a una
diferencia de temperatura se llama flujo de calor o transferencia de calor, y la energia
transferida de esta manera se llama calor.

Normalmente, la pérdida de calor es proporcional a un gradiente de temperatura. La

transferencia de calor se puede lograr por conduccion, conveccion o radiacion.

Usamos el simbolo Q para la cantidad de calor. Cuando se asocia con un cambio de
temperatura infinitesimal dT, lo llamamos dQ. Se encuentra que la cantidad de calor Q
requerida para aumentar la temperatura de una masa m de cierto material de T1a T2 es
aproximadamente proporcional al cambio de temperatura AT = T2 - T1. También es
proporcional a la masa m del material. Cuando calienta agua para hacer té, necesita el
doble de calor para dos tazas que para una si el cambio de temperatura es el mismo. La
cantidad de calor necesaria también depende de la naturaleza del material; elevar la
temperatura de 1 kilogramo de agua en 1 ° C requiere 4190 J de calor, pero solo se

necesitan 910 J para elevar la temperatura de 1 kilogramo de aluminioen 1 ° C.
O =mc AT (Eq.6)

c es el calor especifico del material.
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Los tres mecanismos de transferencia de calor son: conduccién, conveccidn y radiacidn.
La conduccién ocurre dentro de un cuerpo o entre dos cuerpos en contacto. La conveccion
depende del movimiento de la masa de una regidn del espacio a otra. La radiacién es la
transferencia de calor por radiacién electromagnética, como la luz solar, sin necesidad de

gue haya materia presente en el espacio entre los cuerpos.

VI.6.1 Conveccion

La conveccidn es la transferencia de calor por movimiento de masa de un fluido de una
region del espacio a otra. Algunos ejemplos de transferencia de calor por conveccion
incluyen los sistemas de calefaccién doméstica de aire caliente y agua caliente, el sistema
de enfriamiento de un motor de automavil y el flujo de sangre en el cuerpo. Si el fluido
circula por un soplador o una bomba, el proceso se denomina conveccién forzada; si el
flujo es causado por diferencias de densidad debido a la expansién térmica, como el aire

caliente que sube, el proceso se llama conveccién natural o conveccién libre (Figura 29).

Figura 29. Transferencia de calor por conveccion.[26]
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VI.6.2. Radiacion

La radiacion es la transferencia de calor por ondas electromagnéticas como la luz visible,
infrarroja y radiacién ultravioleta. Ejemplos de radiacién son la irradiacion del sol y el calor
de una parrilla de carbdn o las brasas encendidas en una chimenea. La mayor parte del
calor de estos cuerpos muy calientes no llega a las personas cercanas por conduccion o
conveccién en el aire intermedio, sino por radiacién. Esta transferencia de calor ocurriria

incluso si no hubiera nada mds que vacio entre usted y la fuente de calor.

Cada cuerpo, incluso a temperaturas ordinarias, emite energia en forma de radiacién
electromagnética. Alrededor de 20° C, casi toda la energia es transportada por ondas
infrarrojas con longitudes de onda mucho mas largas que las de la luz visible. A medida

gue aumenta la temperatura, las longitudes de onda cambian a valores mas cortos.

La corriente de calor H = dQ / dT debida a la radiacion de una superficie A con emisividad

e a temperatura absoluta T se puede expresar como :
H=Ae oTl4 (Eq.7)
VI.6.3 Conduccion

Si se sostiene un extremo de una varilla de cobre y coloca el otro extremo en una llama,
el extremo que estd sosteniendo se calienta cada vez mas, aunque no esté en contacto
directo con la llama. El calor llega al extremo mas frio por conduccién a través del

material.
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A nivel atdmico, los &tomos de las regiones mas calientes tienen mds energia cinética en
promedio, que sus vecinos mas frios. Empujan a sus vecinos, ddndoles algo de su energia.
Los vecinos empujan a sus vecinos y asi sucesivamente a través del material. Los atomos
mismos no se mueven de una regidén de material a otra, pero si su energia.

La mayoria de los metales también utilizan otro mecanismo mas eficaz para conducir el
calor. Dentro del metal, algunos electrones pueden dejar sus atomos originales vy
deambular por la red cristalina. Estos electrones "libres" pueden transportar energia
rapidamente desde las regiones mas calientes a las mas frias del metal, por lo que los
metales son generalmente buenos conductores de calor. La presencia de electrones

"libres" también hace que la mayoria de los metales sean buenos conductores eléctricos.

La transferencia de calor ocurre sélo entre regiones que se encuentran a diferentes

temperaturas, y la direccion del flujo de calor es siempre de mayor a menor temperatura.

VI.6.3.1 Ley de Fourier
La transferencia de calor por conduccidn esta gobernada por la Ley de Fourier, la cual
nos dice que el flujo de energia (razéon de trasnferencia de energia por unidad de area)

es proporcional al gradiente de temperatura.

, AT
q <=
X (Eq.8)
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Donde: g’ =dQ/dt es el flujo de calor; AT es la diferencia de temperatura en kelviny x es
la direccion en que hay el gradiente de temperatura, que es la direccién de la

transferencia de calor. Esta ecuacién se puede escribir como:

La figura 30 muestra la transferencia de calor de una regidn caliente a otra region de
menor temperatura a través de la seccién de Area A y espesor L. Cuando se transfiere una
cantidad de calor dQ a través de dicha area en un tiempo dt, la tasa de flujo de calor es
dQ/dt. Esta es la tasa de corriente de calor, denotada por H ( H=dQ/ dt). En el sistema
de la imagen XX, la corriente de calor es proporcional al area de la seccién transversal A,
a la diferencia de temperatura (T, — T1) y es inversamente proporcional a la longitud del
area A. Introduciendo una constante de proporcionalidad k llamada conductividad
térmica del material, tenemos:

H=dQ = kA (To=Ty) (Eq.9)
dT L

Donde k es la conductividad térmica del material; 4 es el calor transferido y A es el area

de la seccion transversal.
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Figura 30. Seccidn a través de la cual se da la transferencia de calor. [46]

En el desarrollo de la ecuacién anterior se han hecho las siguientes asunciones: (1) T2 esta
a la misma temperatura en toda el area A; (2) Se utiliza un drea perpendicular a la
direccion de la transferencia de calor; (3) x es en la direccion de la region de menor a

mayor temperatura (direccion del gradiente de temperatura).

VI1.6.3.2 Conductividad térmica

La constante, k, es la conductividad térmica del material a través del cual se transfiere el
calor. La conductividad térmica es la propiedad de un material para conducir el calor.
Materiales con buena capacidad de transferencia de calor son por ejemplo los metales
tienen una conductividad alta, mientras que los que por ejemplo los gases tienen un k

baja (ver tabla N2 7)
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TABLA 7. CONDUCTIVIDAD TERMICA

Material Conductividad térmica (W / (m K))

Aire 0.025
Madera 0.04-04
Alcoholes y aceites 0.1-0.21
Polipropileno 0.25
Aceite mineral 0.138
Caucho 0.16
Cemento Portland 0.29
Agua 0.6
Grasa térmica 0.7-3
Vidrio 1.1
Concreto, piedra 1.7
acero inoxidable 12.11-45
Plomo 35.3
Aluminio 237 (puro) / 120 - 180 (aleaciones)
Oro 318
Cobre 401

Los buenos conductores tienen alta conductividad térmica, por ejemplo el cobre. Los
malos conductores, es decir, buenos aislantes, tienen baja conductividad térmica, por

ejemplo el asbesto.

VI1.6.3.3 Conduccion a través de una losa

Caso 1: Conduccion a través de una sola losa

Consideramos la transferencia de calor a través de una sola losa como la de la figura XX

anterior. Siendo 4= dQ/dt por la ley de Fourier:

. dT
q= -k A—
dx (Eq. 10)

62



Integrando esta ecuacidn se tiene:

- kA(Th—Tc)
L (Eq.11)

Caso 2: Conduccidn a través de dos losas
Consideramos la transferencia de calor a través de dos losas como en la figura 31, donde

Th es la mayor temperatura a un lado de la primera losa; T1 es la temperatura al extremo

de la primera losa; Tc es la menor temperatura al extremo de la segunda losa; q esel
flujo de calor; A es area perpendicular al flujo; L; y L, son las longitudes de las losas 1y 2
respectivamente; x es la direccion del flujo de calor; k; y k; son las conductividad térmicas

delaslosas 1y 2.

Figura 31 Transferencia de calor a través de 2 losas. [46]

Se puede demostrar que en la transferencia de calor a través de 2 losas se obtiene la
siguente ecuacion:

Th=T¢
(&)

a_
A
(Eq.12)
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Caso 3: Conduccidn a través de n - losas
Consideramos la transferencia de calor a través de multiples losas como en la figura 32.
Donde Th es la temperatura en el extremo de la enésima losa (de mayor temperatura); Ti

es la temperatura en el final de la i-esima losa; Tc es la temperatura al inicio de la primera

losa; q es el flujo de calor; A es area perpendicular al flujo; Li es la longitud de la i-esima
losa; x es la direccidon de la transferencia de calor; ki es la conductividad térmica de la

iesima losa; n es el nUmero de losas.

T, T T2 To:

T

k; v kn T.

N

>t +—>
L, L.
x =L1 x=L1+L2+L3
X=L1+1L12 X=L1+L2+...L

Figura 32. Transferencia de calor a través de multiples losas. [46]

Se puede demostrar que el flujo de calor viene dado por la siguiente ecuacion:

. _ AT
q= n L
=1 kiA

(Eq. 13)
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VI.6.3.4 Perfil de temperatura a través de n losas

A través de una losa tenemos:

a— k.A(Th'—Tc)
L (Eq. 14)

De aqui rapidamente se demuestraque : Tc=- QL +71h
kA
Como Les el espesor de la losa, la grafica Tc vs x es una recta. Si el manerial es un aislante,

k es pequefio, y la pendiente de la recta es alta (ver figura 33). Esta ecuacion es solamente

aplicable considerando una constante k constante.

T

Th —\
T

Figura 33. Variacion de la temperatura a lo largo de la direccidn de transferencia de calor

para una losa. [46]
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De la misma manera, esto se puede ampliar para n losas en serie. El perfil de temperatura
en cada losa es lineal (siempre que k sea constante), con una pendiente lineal diferente

segun el valor de k. Asi la dependencia de la temperatura es como muestra la figura 34:

kl k2 k3 kn

Ta ——\

0 X1 X2 Xa Xp-1 Xa

Figura 34 Variacidon de la temperatura a lo largo de la direccién de transferencia de calor

para n-losa. [46]

VI1.6.3.5 Resistencia térmica

El flujo de calor puede expresarse también como:

Qoar (Eq. 15)
R
Donde R se define como la resistencia térmica.
Para multiples losas en serie, la resistencia térmica se demuestra que es:

L.
R= &, =
21 ia (Eq. 16)
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Considerando la transfrencia de calor a través del sistema donde hay configuracione de

losas paralelas como se muestra en la figura 35:

Rin Ry Rz R4 Ree

Figura 35. Circuito de resistencias térmicas

La resistencia a tarvés de la seccidn poaralela puede escribirse como:

(Eq.17)
De tal manera de que el flujo de calor es:
. AT
1= +_LL+(m+m)‘1 Ly 1
hppA kA ALz © Ly ksA “hpcA
(Eq. 18)
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VII. MATERIALES Y METODOS

VIl.1.Microscopios evaluado

Para este estudio se evalué el sistema desarrollado en un microscopio dptico
convencional, Microscopio Olympus BX41, asi como en un microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse, el cual dispone de un filtro UV y permite que sobre la muestra llegue una
haz de luz de excitacién alrededor de 349 nm apropiado para el fluoréforo y recoge una
luz de emisién alrededor de 448 nm. Este filtro es justamente adecuado para trabajar con

el substrato AMC que se utiliza en este estudio para estudiar oncdsferas de Taenia solium.

VII.2. Las celda Peltier

Las primeras pruebas se hicieron con un microscopio dptico convencional, Olympus BX41,
en cuya base se instalaron 2 celdas Peltier (Tellurex CZ1). Cada una de las celdas Peltier
fueron conectadas independientemente a una fuente de poder, suministrandoles a cada
uno 1.5 Amperios de corriente contante. Posteriormente, también se evalud el sistema

con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse.

VII.3 Circuito de Control de las Celdas Peltier

Las figuras 38 y 51, muestran las 2 celdas Peltier instaladas en la base del Microscopio
Olympus BX41y del Microscopio Nikon Eclipse, asi como dos sensores instalados a ambos
lados de la cdmara porta muestra. Los cuales son: (1) un sensor de temperatura LM 335,

en la imagen ubicado a la izquierda de la cdmara porta muestra que es parta del sistema
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de control de temperatura, y (2) una termocupla, en la imagen ubicada a la derecha de la
camara porta muestra. El primero esta conectado a un circuito para monitorear la
temperatura de la cdmara y controlar con ello el encendido y apagado de las fuentes de
poder de las celdas Peltier, mientras que la termocupla proporciona una medida en

paralelo directa de la temperatura al centro de la base del microscopio en todo momento.

Se disefio y construydé un sistema de control de temperatura utilizando circuitos
integrados como un OPAM 741, un circuito comparador TLO81 y un relay que controlan
las fuentes de poder de 2 celdas Peltier y mantienen el sistema a una temperatura
regulada.

El sensor LM 335 se conectd a un circuito amplificador de sefial que utiliza un amplificador
operacional, OPAM 741 como se muestra en la Figura 36-A cuya salida fue conectada a

un circuito comparador con histéresis como se muestra en la Figura 36-B.
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Figura 36. Diagrama de circuitos de: A. Circuito Amplificador, B. Circuito Comparador,
y C. Relay

Todo el circuito de control del sistema se colocé en una placa como se muestra en la figura

37. Este circuito de control incluye:
(1) sensor de temperatura LM335,
(2) circuito amplificador de seial del sensor LM335,

(3) circuito comparador con histéresis,
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(4) circuito de transistor / relay para controlar las fuentes de poder.

Figura 37. Circuito del sistema de control de temperatura

VII.4 Adaptacion de una fuente de poder para el Circuito de Control

El circuito de control utiliza los voltajes de alimentacion estdndares: +12V, -12V, +5V. Para
comodidad, se adaptd una fuente de poder ATX de PC para utilizarla como fuente de
poder en el laboratorio. Las informacidn / indicaciones para realizarlo es de libre acceso

en internet [24].

VII.5. Montaje del Sistema en el microscopio

Inicialmente se montd el sistema en un Microscopio Olympus BX41. La siguiente figura
muestra los sensores de temperatura y las celdas Peltier montadas en la base del

microscopio:
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Figura 38. Sistema de control de temperatura acoplado en Microscopio Olympus BX41.

VII.6 Flujo de calor en las celdas Peltier y la base del microscopio

Segln el esquema de la figura 39A, cuando se aplica un voltaje entre los extremos de este
arreglo de semiconductores tipo N y P unidos por placas conductoras, de tal manera de
gue el lado correspondiente al semiconductor tipo N se aplica la polaridad positiva y al
lado del semiconductor tipo P se aplica la polaridad negativa en el esquema, de tal manera

de que en el esquema (figura 39A) la parte inferior se calienta y la superior se enfria.

Como muestra la figura 39B, las celdas Peltier utilizadas son arreglos de semiconductores
tipo N y P unidos por placas conductoras, de tal manera de que si al lado correspondiente
al semiconductor tipo N se aplica la polaridad positiva y al lado del semiconductor tipo P
se aplica la polaridad negativa (figura 39A) la parte inferior de la celda Peltier se calienta

y la superior se enfria.
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En el semiconductor tipo N, los electrones que llevan carga negativa se mueven en
direccidon opuesta al flujo de corriente transportando calor de la cara fria del médulo hacia
la cara caliente, mientras que en el semiconductor tipo P, los huecos que se mueven en
la direccién del flujo de corriente también transportan calor de la cara fria a la cara
caliente del mdédulo. En el médulo Peltier (figura 39B) los semiconductores tipo Ny P,
estdn emparejados en parejas PN, para proveer un flujo de corriente continua donde
todos los elementos contribuyen a la formacién del gradiente de temperatura entre las
caras del médulo.

Asi también, cuando la polaridad del voltaje de alimentacidn se invierte, es decir se aplica
(segun la figura 39) al extremo con el semiconductor tipo N la polaridad negativa y al
extremo con el semiconductor tipo P la polaridad positiva, se invierte el gradiente de

temperatura, la parte inferior del mddulo se enfria y parte la superior se calienta.
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Figura 39. Médulo Peltier. A. Esquema interno de un médulo Peltier. [47] y B. Diagrama
interno de un médulo Peltier [48]

En este estudio, la cara caliente de la celda Peltier fue colocada hacia la base del
microscopio, de tal manera de que al encender la fuente de alimentacion de las celdas se
calentaba la base del microscopio y este a su vez calentaba la cdmara porta muestra junto
con la muestra a evaluar. La figura 43 muestra los instantes cuando se estadn calentando
la base del microscopio junto con la cdmara porta muestra. Se pude notar en dicha imagen
térmica que la camara porta muestra esta algunos grados por debajo de la base del
microscopio. Mas adelante en esta tesis mostrare la medicion de esta diferencia de

temperaturas, la cual esta entre 3 - 4 2 centigrados.
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VII.7 Estudio preliminar de oncosferas de Taenia solium

Activacion de Oncdsferas. Las oncdsferas o huevos de la Taenia solium utilizadas en este

estudio fueron brindadas por la Dra. Manuela Verastegui del Laboratorio de Investigacién
en Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Estas fueron
activadas segun el protocolo descripto por Verastegui et all. ( Verastegui M, Infect
Immun. 2007). Durante el paso final de activacién las oncdsferas se incubaron a 37°C
durante 60 minutos. Durante este tiempo se conecté el sistema de control de
temperatura en el microscopio Nikon Eclipse para estabilizar su temperatura alrededor
de 38°C. Asi como también se utilizd un equipo hot plate, para mantener a 37°C constante
la cdmara porta muestra en que se colocaria la muestra con las oncdsferas, mientras

calienta el microscopio.

Péptidos Fluorogénicos. Se trabajé con soluciones stock 5 mM del péptido fluorogénico

Z-Phe-Arg-AMC (MP Biomedicals) en dimetil-sulfoxido (DMSQ). Aproximadamente 30 min
antes de finalizar la activacion de las oncdsferas, una alicuota (5 pL) de esta solucidn fue

incubada a 37 °C.

Obtencion de la muestra final. Luego de haber transcurrido los 60 minutos de la

incubacion final del protocolo de activacion de oncosferas, se mezcld rapidamente 2 uL
de la solucidn con las oncosferas activadas con 2 plL de la solucion stock del substrato

fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC 5 mM.
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VII.8 Preparacion de la camara porta muestra

Inmediatamente después de preparar la mezcla del substrato fluorogénico con la
solucién con oncosferas activadas, se tomd 2 uL de este mix, se depositd en la lamina
porta objeto y se cubrié inmediatamente con la lamina cubre objeto. Rapidamente, los
bordes de la Idmina cubre objeto se sellaron con grasa de vacio, que es aquella que se
utiliza para sellar los bordes en los pocitos en placas donde se crecen cristales de

proteinas.

V1.9 Simulacion de la transferencia de calor en el sistema

Se utilizd el programa COMSOL Multiphysics para realizar las simulaciones de la
transferencia de calor entre la lamina porta objetos, cubre objetos y muestra, la base del
microscopio y las celdas Peltier.

En una primera simulacién se simuld la transferencia de calor de la celda peltier hacia la

[dmina porta muestra como se indica en la figura 40.

i Porta muestra

b Ry ,.ﬁ_ﬂw
G e )

Celda Peltier

M, a0 )
Base del microscopio” el e

Figura 40. Disposicién del sistema para simular la transferencia de calor.
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También se simuld la transferencia de calor de la lamina porta muestra hacia la muestra

(considerada agua) y luego hacia la ldamina cubre objeto (ver seccién de resultados)

11.10 Observacion de las oncdsferas de Taenia solium a temperatura
regulada

Los pasos finales para iniciar la observacién fueron:

* Luego de sellar la cdmara con la muestra de oncdsferas, esta se colocé en la base

del microscopio de fluorescencia el cual se encontraba a 37°C.

* Se utilizdé una webcam adaptada a uno de los oculares del microscopio para

observar las imdagenes de las oncésferas en el microscopio de fluorescencia cuyo

medio contenia el substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC.
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VIIl.- RESULTADOS

VIII.1 La Cdmara porta muestra

La cdmara porta muestra consta de una lamina de vidrio porta objetos sobre la que se
coloca la muestra biolégica, en nuestro caso solucidn conteniendo huevos de Taenia
solium, la cual se cubrié con una lamina cubre objetos. Como se observa en la Figura 41,
los bordes de la lamina cubre objeto fueron selladas con grasa de cdmara de vacio con la
finalidad de mantener la humedad en la cdmara durante todo el periodo de estudio y

evitar que las muestras se evaporen.

Figura 41. CAmara porta muestra.

VIII.2 Adaptacion de una fuente de poder para el Circuito de Control

Se obtuvo una fuente de poder cacera con voltajes de salida: +5V, -5V, +12V, -12V, +3,4V.

La siguiente figura muestra la fuente ATX adaptada como fuente de laboratorio cacera

gue se utilizé como fuente de alimentacidn para el circuito de control de temperatura.
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Figura 42. Fuente de poder ATX adaptada para alimentar el circuito electrénico de
control del sistema de control de temperatura.

VIII.3. Imagenes Térmicas de la base del microscopio y del porta muestra
a diferentes tiempos

Mientras estaba en funcionamiento el sistema de control de temperatura que regula la
temperatura de la cdmara porta muestra, se utilizdé una cdmara térmica FLIR One para
evaluar la distribucion de temperaturas en: (1) la base del microscopio y (2) la cdmara

porta muestra instalada en el mismo.

El monitoreo de la distribucién de temperaturas en la base del microscopio y la cdmara
porta muestra instalada en el mismo mientras funcionaba el sistema de regulacién de
temperatura mostré homogeneidad en la temperatura de los mismos durante los ciclos
de calentamiento/enfriamiento, lo cual se puede observar en la Figura 43A, y 43B
obtenidas a diferentes tiempos asociadas a dos valores distintos de temperaturas de la

camara porta muestra como se observa en la figura indicada.
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A B

Figura 43. Distribucién homogénea de temperaturas en la base del microscopio en los
instantes en que la cdmara porta muestra se encuentraa: A. 35.829C y B. 38.49C.

VIIIL.4. Simulacion térmica de la transferencia de calor en el sistema

Se hicieron dos simulaciones, la primera de ellas sobre la transferencia de calor desde el
Peltier hacia la ldmina porta muestra a través de la base del microscopio, segun se
muestra en la figura 44. Se fijo la temperatura en las placas Peltier en 90°C vy la
temperatura de la lamina porta muestra en 372C, esta ultima debido a que es la
temperatura en que se apaga el sistema y se empieza a enfriar.

Aqui el calor fluye del extremo caliente del Peltier hacia la base del microscopio de
aluminio hasta la [dmina porta muestra de vidrio. El patrdn final de temperturas en el

sistema se puede apreciar en la figura 44.
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Figura 44. Distribucion final de temperaturas en el sistema cuando la temperatura de la
lamina porta muestra en 372C.

En la figura 45 se puede apreciar la transferencia de calos entre la base del microscopio

y un costado de la lamina porta muestra.

Figura 45. Transferencia de calor entre la base del microscopio y la lamina porta muestra.

También se realizd la simulacidn de la transferencia de calor entre la |[dmina porta
muestra, la muestra (considerada como agua) y la ldmina cubre objeto. La figura 46
presenta esta simulacién. Aqui la lamina cubre objeto se desplazé 0,1 mm a un costado

para poder ver la temperatura de la muestra bajo ella. En esta simulacidn, la temperatura

81



de la lamina porta muestra se fijo en 38 2Cy se estimo la temperatura de la |lamina cubre
objeto, la cual se observa que es de aproximadamente 35,8 2C y la de la muestra

alrededor de 37 °C.

V¥ 358

Figura 46. Esquema de simulado de transferncia de calor

VIII.5. Datos registrados del Circuito de Control de temperatura

La operatividad del sistema de control de temperatura se realizé monitoreando durante
varios ciclos de funcionamiento del sistema (calentamiento/enfriamiento) los siguientes
valores:

e Voltaje de salida del circuito amplificador de sefial

e Voltaje de salida del circuito comparador

e Voltaje en los extremos del relay que controla las fuentes de poder del sistema

e Temperatura de la base del microscopio medido por la termocupla.
En este estudio, el rango de temperaturas analizadas en la base del osciléo entre 35 2Cy
39 2C, siendo la variacién de la sefial amplificada del sensor de temperatura LM335 en el

tercer decimal. Para poder observar esta variacién la grafica 47, muestra la sefial medida
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de salida del amplificador en el tiempo de medicidn superpuesta con solamente su sefial

AC amplificada un factor de 1000, denominada en la grafica como Oscilacion del

Amplificador x 1000..

Voltaje

<10 +

-15

Sefal directa vs. Senal amplificada del
Sensor de temperatura

20

15 4

10 +

Tiempo (min)

-20

=— Amplificador-Sefial directa

——Oscilacion del amplificador x 1000

Figura 47. Oscilacion del voltaje de salida del amplificador durante varios ciclos de
funcionamiento del sistema de regulacidon de temperatura.

Se observd también que el voltaje de salida del amplificador oscila periddicamente con el

mismo periodo que la variacién en el voltaje de salida del circuito comparador.
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Variacion del Voltaje del Amplificador

vs. Voltaje del Comparador
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-=—Sefal del Comparador
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Figura 48. Variacion de la seiial de voltaje del amplificador versus la seial del voltaje en
el relay durante varios ciclos de funcionamiento del sistema de control de temperatura.
Se observé que la temperatura de la base del microscopio oscila también en el tiempo

con el mismo periodo que la seial en el circuito comparador, teniendo un valor de 37,3

+ 1,5 eC durante 5 ciclos de calentamiento/enfriamiento.

Temperatura (2C)

Voltaje ( V)

Temperatura de la Base del Microscopio

42
40
38
36

34
0.0 10.0 200 30.0 40.0 500_ 60.0 70.0
Tiempo (minutos)

Sefal del Circuito Comparador
15

10

0.0 10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0 700

Tiempo (minutos)

Figura 49. Relacidon entre la temperatura en la base del microscopio y el voltaje de salida
del circuito comparador.
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VIII.6 Relacidn entre las temperaturas de la base del microscopio y la del
porta muestra

En paralelo al sensor de temperatura del sistema de calentamiento, se midié la
temperatura en la base del microscopio con una termocupla y en el centro de la cdmara
porta muestra con una cdmara térmica mientras funciona el sistema de regulacion de
temperatura, se pudo observar que la temperatura de la base del microscopio siempre es

mayor y que ambas estan relacionadas por la siguiente ecuacion (ver figura 50):

t Base Microscopio = 2102 xt porta muestra ~ 32:3 (Eq 6)

Relacion entre las temperaturas de la base del
microscopio y la del porta muestra

o
=

8

w
o

&

y=2.0211x-32.354
R?=0.7326

& &8 4

Temperatura en base del microscopio (2C)
b

w
w

33.5 34 345 35 35.5 36
Temperatura en porta muestra (2C)

Figura 50. Relacion de la temperatura en la base del microscopio y la temperatura del
centro de la cdmara porta muestra.
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Utilizando los valores de la temperatura medidos en la base del microscopio tenemos

que es: 37,3 £ 1,5 siendo la temperatura en el porta muestra 34,5 £ 0,6 2C.

VIIL.7. Estudio preliminar utilizando oncadsferas de Taenia solium

Para poder estudiar proteasas en oncésferas de Taenia solium, se instalé el sistema de
regulacién de temperatura en un microscopio de flurorescencia Nikon Eclipse (figura 51)
y se calibro el sistema para que se encienda y apague a los mismos valores de temperatura
gue en el microscopio Olympus BX41. Posteriormente, se obtuvieron las imagenes
preliminares de una solucion de oncésferas activadas de Taenia solium conteniendo

substratos fluorogénicos especificos para proteasas de las familia tripsina y catepsina.

Figura 51. Sistema de control de temperatura montado en el microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse.
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VIIL.8. Imagenes de oncosferas de Taenia Solium incubadas con substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC

La mezcla de oncésferas con substrato fluorogénico Z-phe-arg-AMC fue colocada en una
camara porta muestra e insertada en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse, el
cual utilizaba un cubo filtro Nikon UV 2E/C, el cual permite la incidencia sobre la muestra
de longitudes de onda UV apropiadas para excitar el fluoréforo AMC unido al substrato

fluorogénico utilizado, filtrando también la luz de emisién del mismo.

La siguiente figura muestra dos grupos de imdagenes obtenidas con el microscopio Nikon
Eclipse de dos oncdsferas, las imagenes de laizquierda con fondo negro fueron iluminadas
con luz visible, ahi se puede observar algunos detalles de las mismas, como son los
ganchos de las oncésferas. Las imagenes de la derecha fueron obtenidas iluminandolas

con luz UV y utilizando el filtro UV 2E/C.
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Luz Visible Filtro UV 2E/C

Figura 52.Visualizacion de dos oncésferas de Taenia solium (A 'y B) en solucién
conteniendo substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC.

La figura 52 muestra dos imagenes de cada una de dos oncdsferas de Taenia solium (A'y
B) luego de mantener las oncdsferas por aproximadamente 30 minutos alrededor de
389C. Las imagenes obtenidas con el filtro UV 2E/C identifican la presencian de actividad
proteolitica en las oncésferas las cuales se presentan como puntos de mayor oscuros. La
imagen original mostraba zonas de color azul muy intensa (emision del fluoréforo AMC

en 445 nm ), la cual fue convertida a una escala de grises.

Las imagenes tomadas con el filtro UV 2E/C. muestra regiones de actividad proteolitica

asociada a regiones que parecen estar dentro de la oncésfera (oncésfera B, flecha negra),
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asi como en la superficie de la misma en zonas mas localizadas (oncésfera B, flecha azul y

roja) y en otros casos en regiones un poco mayores (oncosfera A, flecha verde y naranja)
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IX.- DISCUSION

Esta tesis buscd desarrollar un sistema econdmico de control de temperatura para
estudiar muestras biolégicas a temperatura controlada. Debido a que las muestras
bioldgicas siempre estan en una solucién liquida, se disefio una cdmara porta que evite el
evaporamiento de las soluciones que permita periodos de monitoreo de las muestras de
algunas horas. Asi, la cdmara porta muestra consistié de una lamina portaobjeto que
contenia la muestra a evaluar (huevos de Taenia solium) cubierta de una lamina cubre
objeto. Los bordes de esta lamina cubre objeto fueron sellados con grasa para evitar que
la muestra se evapore. Esta cdmara permitido que las muestras de bioldgicas utilizadas
(oncésferas de Taenia solium) no se sequen en el tiempo de monitoreo, siendo el periodo

de tiempo continuo de utilizacion mdaxima realizada de 2 horas.

En la construccion del sistema de control de temperatura se utilizaron circuitos integrados
basicos para el armado del circuito de control de temperatura, como lo son un OPAM 741
y un comparador TL 081, acoplados a un Relay que es quien controla finalmente las
fuentes de poder de las celdas Peltier que calienta la base del microscopio mediante ciclos
de calentamiento y enfriamiento. El circuito comparador dispone de dos resistencias de
precision que permite calibrar la temperatura de encendido y apagado de las fuentes de
poder de las celdas Peltier, regulando finalmente con ello la temperatura de la muestra a
estudiar. De esta manera es posible utilizar este sistema de control de temperatura para
mantener las muestras a cualquier valor de temperatura de las usuales que se utilizan en

laboratorios de investigacion donde se trabajen con muestras bioldgicas (proteinas,
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células, ADN,... etc). Las mediciones que la cdmara porta muestra utilizada en este estudio

se mantuvo aproximadamente en el rango 34,5+ 0,6 oC.

En la figura 47 podemos observar que el voltaje de salida del amplificador de sefiales
(OPAM 741) esta alrededor de 3 voltios (curva naranja). En dicha figura, la curva azul
muestra la oscilacién AC de esta sefial la cual se muestra amplificada en la figura por un
factor de 1000.

La figura 48 se compara la sefial AC amplificada (x1000) con la sefial de salida del circuito
comparador. El tiempo 0 min de esta grafica se inicia cuando el sistema se empieza a
calentar. Se puede notar repetidamente en estos datos que siempre que la sefal
amplificada del sensor de temperatura llega a 3,056V se produce un salto en el
comparador de 0,09 V a 12,24V, debido a que este el valor de referencia del circuito
comparador. En dicho instante se polariza el relay y se desconecta la alimentacién de las
fuentes de poder de las celdas Peltier, enfriandose de este modo la base del microscopio
y con ello el porta muestra. Aqui, notamos que cuando la sefial del OPAM 741 baja hasta
valores que fueron entre entre 3,044 y 3,025 nuevamente hay un cambio en la seial del
circuito comparador de 12,24 V a 0,009V, lo cual se depolariza el relay encendiendo asi
las fuentes de poder de las celdas Peltier, volviendo a calentar el sistema. Estas
oscilaciones en el voltaje de salida del OPAM 741 para iniciar el calentamiento del sistema
se puede haber debido a que el laboratorio donde se realizaron las pruebas dispone de
aire acondicionado el cual se encontraba cerca del microscopio. Ello puede haber

generado que en algunos casos el sistema se haya enfriado un poco mas o un poco menos
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dependiendo si el aire acondicionado estaba activado o no. Esto se puede notar en la
misma figura 48, donde se nota que los periodos de los ciclos de calentamiento y
enfriamiento no eran constantes. Inclusive se puede notar que hay un ciclo de medicién
de la temperatura en la base del microscopio (medida por el sensor de temperatura LM
335) donde su temperatura disminuyéd mucho mds que en los otros ciclos (nétese que la
variacién es minima puesto que la grafica 37 muestra la sefial AC del sensor de
temperatura amplificada x 1000). Durante estas pruebas a propdsito no se apago el aire
acondicionado puesto que serian las condiciones reales bajo las cuales se estan evaluando

el sistema de control de temperatura.

La figura 49 compara la temperatura de la base del microscopio medida por una
termocupla (ubicada al centro en una ubicacion simétrica de la base del microscopio) con
la sefial de salida del circuito comparador (la cual cambiaba con la sefal del sensor de
temperatura LM335 del sistema). En esta figura se puede apreciar claramente que
durante el tercer ciclo en que estuvieron apagadas las celdas Peltier (durante 10,2
minutos) fue cuando mas bajo la temperatura de la base del microscopio llegando hasta
cerca de 362°C.

Durante el periodo de evaluacién del sistema, los ciclos de enfriamiento del sistema
duraron 7.5, 7.7, 10.2, 6.3 y 6 minutos, durando en promedio 7.5 £ 1.7 minutos. Los
ciclos de calentamiento duraron 3.8, 5.7, 6.8, 7.5 y 5.2, durando en promedio 5.8 £ 1.4

minutos. Nétese que a pesar que los ciclos de calentamiento duraban un menor tiempo
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gue los de enfriamiento, estos Ultimos eran bastante rapidos debido al aire acondicionado

del laboratorio.

La figura 50 presenta la relacidn entre la temperatura en la base del microscopio medida
con una termocupla vs la temperatura en el porta muestra medida con una cdmara
térmica. De aqui se encontré que la temperatura en el porta muestra siempre es inferior
a la temperatura en la base del microscopio y que estdn relacionadas por la ecuacién 6.
Debido a que el porta muestra contiene la muestra a ser observada por el microscopio y
analizada, esta en contacto con la base del microscopio solo por los extremos. Asi, la parte
central del porta muestra esta en contacto con el aire. Debido a lo descrito anteriormente,
y al echo de que la cdmara porta muestra no es un buen conductor de calor por ser de
vidrio, el flujo de calor desde la base del microscopio hacia la parte central del porta
muestra es menor que en la zonas de los extremos donde esta en contacto con la base

del microscopio.

El sistema desarrollado en esta tesis puede ser adaptado, aunque no exclusivamente, a
cualquier tipo de microscopio éptico. Para otros tipos de instrumentos que necesiten este
sistema se tendria que verificar que la base del porta muestra este en contacto con una
region metalica de alta la conductividad térmica que transfiera el calor hacia la cdmara

porta muestra, asi como la masa de la misma base de metal.
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En el circuito desarrollado en esta tesis, la salida del circuito comparador TLO81
suministraba muy baja corriente para poder hacer funcionar un relay 220V/10Amax,
debido a ello que se le acopld un transistor que suministra la corriente necesaria para que
pueda funcionar nuestro circuito. El circuito final pudo controlar muy bien dos fuentes

de poder, cada una para una de las 2 celdas Peltier con que se trabajaron.

Segln las imagenes de termografia de la base del microscopio este no mostré marcados
gradientes de temperatura durante su calentamiento, debido a que dicha base era de
metal, lo cual es un muy buen conductor térmico en contraste con la camara porta
muestra que estaba siempre a una menor temperatura debido, como ya se menciono a

gue era de vidrio y no estaba totalmente en contacto con la base del microscopio.

En las simulaciones de la transferencia de calor en el sistema descrito en esta tesis se
observé el patrén de calor en la base del microscopio y ldmina porta objeto cuando la
temperatura en dicha [dmina llegaba a 382C. Como resultado de esta simulacién, en la
figura 44 se puede apreciar que debido a que las posiciones de los Peltier en la base del
microscopio no son simétricas respecto de la ldmina porta muestra, hay una distribucion
de calor en la base del microscopio no simétrica en ella. Esto era inevitable, puesto que
el microscopio tiene un brazo de metal que agarra la lamina porta objeto que evitaba
colocar el Peltier en una posicion mas simétrica en la base. En la figura 45 se puede

apreciar la transferencia de calor de la base de aluminio del microscopio hacia la lamina
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porta objeto, se observa una reduccién del calor en la regidon de la base cercana a la ldmina
portaobjeto.

En una segunda simulacién, se simulé la [dmina porta objeto con una regién de agua
rectangular sobre la misma y sobre ella otro vidrio que es la [dmina cubre objeto. En la
figura 46 se puede apreciar el resultado final de la simulacién, donde la lamina cubre
objeto se movio a un costado 0,1 mm para poder nosotros observar la temperatura de la
muestra bajo ella. Se puedo apreciar que la lamina porta objeto esta a 37,82C, la muestra
alrededor de 372 Cy la ldmina cubre objeto cercana a 35,8 2C en la simulacién. Se puede
notar aqui en la simulacién que la temperatura en la parte superior de la lamina cubre
objeto es menor a la de la ldmina porta objeto, la cual se considerd a la temperatura de
la base del microscopio para efectos de la simulacién. Esto en concordancia a los
resultados encontrados en esta tesis experimentalmente aun cuando en los resultados
experimentales muestran una diferencia de temperaturas mayor, del orden de 4 2C,
mientras que en la simulacién se encuentra una diferencia de 2 2C. En ello debe haber
afectado el hecho que cuando el sistema llega a 382C se apaga, habiendo aun un flujo de
calor desde la base del microscopio hacia la muestra, asi como el hecho de que los Peltier

no estan colocados de forma simétrica en el microscopio.

El sistema de control de temperatura presentado en esta tesis y adaptado a un

microscopio de flurescencia es muy econdmico, tiene un costo aproximado de $50

incluyendo las 2 celdas Peltier
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Las imdgenes mostradas en la figura 52, de oncésferas activadas de Taenia solium
incubadas con el substratos fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC, especifico para dos tipos de
familias de proteasas, Tripsina y Catepsina, muestra regiones de mayor fluorescencia
(indicadas con flechas en la imagen). Debido a la especificidad de estos péptidos
fluorogénicos, estas regiones se consideran contienen proteasas, faltando aun por definir
si se tratan de proteasas de la familia Tripsina o Catepsina, para lo cual se debe aun repetir
estas mediciones afiadiendo en la solucién, en experimentos distintos, inhibidores
especificos de ambas familias de proteasas como lo son Quimiostatin, inhibidor de las
proteasas de la familia Trypsina, y E64, inhibidor de la familia de proteasas Catepsina. Al
comparar ambos experimentos se podra aclarar el tipo de familia, Tripsina o Catepsina, a

la que pertenece las proteasas identificadas en las oncésferas en este estudio.

Al comparar las imagenes de oncdsferas iluminadas con luz visible y UV se puede observar
gue algunas de las zonas asociadas a proteasas se encuentran dentro de la oncdsfera,
mientras que otras se encuentran en la superficie de la misma, este resultado sugiere que
las proteasas o estdn en algin compartimiento interno permanente de las oncésferas o

gue son secretadas mediante vesiculas, como propone nuestro grupo de investigacion.
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X.- CONCLUSIONES

El desarrollo de esta tesis demuestra que es posible utilizar celdas Peltier para desarrollar
un sistema de regulacidon de temperatura para estudiar muestras biolégicas (en este caso,
especificamente huevos de Taenia solium) en un microscopio éptico convencional o para

un microscopio de fluorescencia.

Se siguid el protocolo de Verastegui et al [7] para obtener una solucién que contenia
huevos de Taenia solium adecuados para su observacion por fluorescencia, esta muestra
fue analizada utilizando la cdmara porta muestra cuyo disefio es propuesto en esta tesis
y evita la evaporacidn de la muestra pudiéndose obtener imagenes in vitro de los huevos

de Taenia solium incubados con substratos fluorogénicos.

El sistema desarrollado en este trabajo de tesis puede ser adaptado a diferentes

instrumentos (no necesariamente microscopios) donde se desee estudiar muestras

bioldgicas a temperatura controlada.
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Xil.- ANEXOS

XIl.1 Simulacion de la Transferencia de Calor

Para esta tesis se utilizé el software COMSOL Multiphysics para simular la transferencia
de calor en el sistema compuesto por la base del microscopio, celdas Peltier y cdmara
porta muestra. El software COMSOL multiphysics tiene en su base de datos registrado
diversos tipos de materiales, asi al hacer el disefio se puede indicar que tipo de material
es, lo cual define diversas propiedades fisicas del material como por ejemplo su
conductividades térmicas.

Se realizaron 2 simulaciones. La primera simulacién siendo la transferencia de calor desde
las celdas Peltier hasta la lamina porta muestra, y la segunda simulacién sobre la
transferencia de calor desde la lamina porta muestra hasta la ldmina cubre objeto. Ambas

[dminas y el medio liquido en su interior conforman la cdmara porta muestra.

XIl.1.1 Sistema: Celdas Peltiers-Base del Microscopio-lamina porta
muestra

Para la primera simulacidn, se selecciond la opcidn transferencia de calor en solidos y
fluidos y se disefo la geometria del sistema a simular, compuesto por: (1) la base del
microscopio (plancha metalica de aluminio de 20cm x 15cm x1cm), (2) Dos celdas Peltier

de 4cmx4cm (representados en esta simulacién por placas de aluminio las cuales tendran
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una temperatura fija) y una lamina porta muestra de 7cm x 2,5cmx0.1cm, de vidrio,

dispuestas como se ve en la figura 53A y 53B.

SIDEHE »

R -
Home Definitions Physics Mesh Study Results
A Model Dats Access & & P; Parameters [ Import 22
® Record a New Method o &= Veriables » CLivelink » a
Applicetion Component _ Add Build Add
Huilder P Test Application T+ Components | M)Functions~ Ayl Material
Application Mode! Definitions Geomeny Materials
Model Builde v % setings Properties
- T T EE .
-6 .
[el-finskmph (o) Labet  Aluminum [solid bulk]
| Global Definitions
%) Materials Geometric Entity Selection
Component 1 (comp)
B Definitions Geometric entity level:  Domain =
A\ base
se_Microscopio (imp1) Selaction Mol =
vidrio (imp2) 1 N
Move 1 {mavl) n -
[ peltiert (imp3) e & o
+ Move 2 (mov2) ctive g =
[ pelties 1 &
& Move 3 (mov3)
[ Farm Union (fin)
§ Materiels
= Aluminum Solid bulk] (mat?) Override
#22 Glass (quarts) (mat2)
@ Hest Trensfer in Solids (ht) Materlal Proparties
A Mesh 1 ~ Material Contents
 Study 1
= Slwﬁ&'lrl_ww_ g Property Name  \alue Unit  Property grc
R" SE'V"("" 1gurations [V Thermal conductwvity K k_solid_... W/(me...|Basic
, Results
= Dete Sets [V Heat capacity at constant pres... Cp C_solid_. J/(kgK) |Basic
2% Derived Values [V Density tho rho_soli... kg/m® |Basic
B Tables dL dl (dL_soli. Basic
W Temperature (ht) CTe CTE CTE soli. 17K Basic
B Isothermal Contours (htl Resistvity res ressoli., Qm  |Basic

daniel-final.mph - COMSOL Multiphysics

Heat Transfer | Add

Build Mesh Compute Study | Add Tempersture Add Plot
nSolids » |Physics| Mesh 1+ 1+ | Study (i Group *

Physics Mezh Stud Results ayout
Graphics  Convergence Plot 1 Add Stu.. AddPhy.. Add Ma..
Q@ @il Ly i ] dd t nent =

™ e i ~sBEEED @ - fd b 1

o Search

- o X I
8

I Windows +

] [T

. = ‘h’c"di {[_l

T [GiReset Desktop ~

4 & Recent Matenals
2 Glass (quartz)
Aluminum [sohd, bulk]
Water
1 Aluminum
i3 Copper [solid pelished)
[ Material Library
@ Built-In
R AC/DC
3 Batteries and Fuel Cells
B Bioheat
A Equilibrium Discharge
43 Liquids and Gases
U MEMS
N Nonlinesr Magnetic
1 Optical
¥ ¥ Piezcelectric

g X Piezoresistivity

F ST ON O Semiconductors
S Theemnalectic

Messages Progress Log Table

\

Saved file: daniel-finalmph

Porta muestra

Celda Peltier

Figura 53. Disefio de la estructura para la primera simulacién. A. Diseifo del sistema

utilizanzo COMSOL, B. Estructuras simulada

102



Para esta simulacidn se fijo la temperatura de las celdas Peltier en 90 2C y la temperatura
de laldmina porta muestra en 382C. Luego se continud con la opcidn “compute”y se inicié
la simulacién. El resultado de la simulaciénnos da la distribucién de temperaturas en el
sistema en un momento dado de tiempo, donde se tiene fijas las temperaturas indicadas.
El software permitia hacer una simulacion para observar la transferencia de calor en el
tiempo, pero dicha opcién era muy pesada para mi computadora, por lo que finalmente
obvié este tipo de simulacidn. La distribucidn final de temperaturas del sistema se puede

apreciar en la figura 44.

Se pudo apreciar al hacer un zoom en la figura de la simulacidn la transferencia de calor
entre la base del microscopio y los costados de la lamina porta muestra, como se aprecia
en la figura 45, donde se puede apreciar que la zona de contacto entre ambas estructuras
esta justamente a una temperatura intermedia entre 38 y 909C, aproximadamente 702C
segun la imagen 45.

En la figura 45 se puede apreciar la transferencia de calos entre la base del microscopio y

un costado de la [dmina porta muestra.

Xll.1.2 Sistema: Base del Microscopio-lamina porta muestra-Agua-lamina

cubre objeto

Se selecciond también la opcidn transferencia de calor en solidos y fluidos en el software

y se disefio la geometria del segundo sistema a simular. Aqui simulamos la diferencia de
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temperaturas encontradas entre la [dmina porta objeto que esta a la misma temperatura
gue la base del microscopio y la l[dmina cubre objeto. El sistema disefiado para esta
simulacidn fue: (1) [ldmina porta objeto de vidrio de 7cmx25,cmx0,1cm, (2) agua (simulada
con dimensiones de 2,5x2,5cmx0,1cm) y (4) ldmina cubre objeto de vidrio de
2,5cmx2,5cmx01cm. Aqui la seccidn de agua representa el medio liquido que contiene las
muestras bioldgicas, el cual contiene principalmente agua, sales y las oncésferas de
Taenia solium, en los experimentos realizados en esta tesis.

Esta simulacion de transferencia de calor se realizo de manera muy similar a la descrita
anteriormente en la seccion XII.1.1 de esta tesis.

La figura 46 presenta la distribucién de temperatura final de esta simulacién. Con la
finalidad de poder observar mejor esta distribucion de temperaturas, en el disefio se
desplazo la lamina superior (lamina cubre objeto) 0,1 mm a un costado. Asi, es posible
observar la temperatura de la muestra de agua bajo ella. En esta simulacion, la
temperatura de la lamina inferior (porta muestra) se fijo en 38 2C debido a que esta en
contacto con la base del microccopio y tendria su misma temperatura. y se estimo la
temperatura de la lamina cubre objeto. La figura 46 muestra el resultado de esta
sinulacion, notandose que la temperatura final de la ldmina cubre objeto fue de 35,8 eC

y la de la muestra de agua de alrededor de 37 °C.
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