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RESUMEN

El presente escrito contiene la memoria del proyecto realizado
para optar a titulo de Disefiador Industrial de la Universidad de
Chile. El proyecto en si consta del disefio de un sistema que
permite al cientifico documentar proteinas en tres canales de
emision a partir sélo de una membrana.

El proyecto, desde la visidn macro, es resuelto por un equipo
multidisciplinar formado por estudiantes de Bioquimica,
Biotecnologia y Disefio Industrial, dirigidos por un profesional de
la ciencia para su tesis doctoral; teniendo cada uno de los
integrantes una mision especifica, lo que se describe como visidn
micro del proyecto (proyectos individuales), con el fin de hacer
de las investigaciones y desarrollos realizados, un producto que
se acomode a las necesidades de los cientificos que trabajan dia
a dia con proteinas, poniendo a su disposicién un sistema que
permite optimizar su trabajo en términos de tiempo, insumos a
utilizar y calidad de resultados.



INTRODUCCION

I. CONTEXTO

Chile definid hace algunos afios una Politica Nacional para el
Desarrollo de la Biotecnologia que se basa en la conviccién de
que la biotecnologia abre un mundo de oportunidades para la
economia del pais, para mantener y elevar la competitividad de
Chile respecto a sus pares y que requiere de importantes
incrementos de la innovacion basada en ciencia y tecnologia. En
este contexto, ésta Politica Nacional reconoce en la biotecnologia
una poderosa herramienta que hara aumentos sustantivos de
productividad, calidad y sustentabilidad ambiental en Ia
produccién, permitiendo al mismo tiempo, potenciar Ia
proteccién y preservacion del patrimonio genético e incursionar
en nuevas areas como la biomedicina.

Chile cuenta con una pequefia pero sdlida comunidad de
cientificos e innovadores que utilizan la biotecnologia como
herramienta de progreso; un nucleo emergente de pequeiias
empresas de biotecnologia; e instituciones publicas y un sistema
regulatorio que gozan de prestigio internacional y cuentan con la
confianza de la ciudadania, lo que asegura que los riesgos
sanitarios y ambientales pueden ser debidamente abordados
mediante el fortalecimiento de las capacidades nacionales. A su
vez, el pais tiene claridad en que es preciso reforzar la formacién
de recursos humanos de alta calidad en biotecnologia; que el
esfuerzo de los investigadores debe expresarse con mayor fuerza
en la patente de productos; que debe fortalecerse |Ia
coordinacién de los investigadores con las empresas y sus
requerimientos; y que es necesario incrementar la inversion
privada en 1+D biotecnoldgico, materializando asi el enorme
potencial del pais en este campo.

En este marco, el pais se ha planteado como propédsito “impulsar
el desarrollo y la aplicacién de la biotecnologia en Chile,
especialmente en los sectores productivos basados en recursos
naturales, con el fin de incrementar el bienestar y la calidad de

vida de todos los chilenos y de contribuir a la generacién de
riqueza en el pais, velando por la proteccidn de la salud y la
sustentabilidad ambiental” (Documento “Chile , la biotecnologia
como herramienta para el desarrollo y el bienestar; Politica
Nacional para el Desarrollo de la biotecnologia”, Noviembre de
2003, p.6).

“La biotecnologia es una herramienta crucial para aumentar la
competitividad y sustentabilidad de la economia” (Alvaro Diaz,
Especialista en desarrollo e innovacién y ex Subsecretario de
Economia).

En Chile, las instituciones que mantienen grupos de trabajo en
biotecnologia incluyen 50 centros dentro de universidades, 9
entidades del sector publico y 2 centros privados de
investigacion. Del total de 61 instituciones, 24 se localizan en la
Region Metropolitana, 11 en la Regién del Bio Bio, 5 en la Region
del Maule y 5 en la Regidn de los Rios, en tanto que el resto se
distribuye en otras regiones del pais.

La Region Metropolitana, si bien concentra una proporcion
importante de las capacidades que trabajan en biotecnologia en
el pais, constituye un nucleo de investigacién cuyo impacto
irradia hacia el resto de las regiones, ademas de que varios de
sus proyectos se realizan efectivamente en las regiones de
aplicacién o impacto directo.

Tradicionalmente estos grupos de investigacion han trabajado en
el marco de proyectos de I+D+i (Investigaciéon + Desarrollo +
Innovacién) financiados con recursos principalmente nacionales
provenientes de fondos publicos concursables como FONDEF,
FONDECyYT, Programa Bicentenario de Ciencia y Tecnologia
(PBCT) de CONICyT, INNOVA Chile (CORFOQ), Iniciativas Milenio
(Ministerio de Planificacion). A su vez, las universidades cuentan
con fondos internos dependientes de sus direcciones de
investigacion para financiar proyectos.
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Dentro del sistema de financiamiento de proyectos por parte del
sector publico, cabe destacar la iniciativa de consorcios
tecnoldgicos empresariales de investigacion por parte del PBCT
de CONICyT e INNOVA Chile de CORFO, debido a que estos se
constatan como un acercamiento significativo entre la ciencia y
la empresa, donde las capacidades cientificas se integran
fuertemente con los requerimientos de la industria.

Dentro del trabajo realizado por los cientificos en los laboratorios
de investigacidon es posible sefialar el trabajo recurrente con
proteinas, especificamente con el trabajo de identificacion de
proteinas. Para la identificacién de proteinas existen variadas
técnicas, entre las que es posible mencionar: la
inmunoelectroforésis, inmunoprecipitacion, inmunodifucion
doble de Ouchterlony, Cromatografia de exclusidon, Western Blot,
entre otras.

“El Western Blot es una de las técnicas de identificacion de
proteinas de uso mas frecuente en los laboratorios por ser la de
menor complejidad, la que menos tiempo demora en realizarse y
la de menor costo econdmico sea en equipos, insumos y
reactivos utilizados” (Pablo Barra, titulando de Bioquimica,
2012).

El trabajo dentro de un laboratorio de investigacién se encuentra
segmentado en su mayoria acorde a funciones jerdrquicas.
Entiéndase ésto como una organizacion en que un «jefe de
laboratorio» dirige una investigacion y diversos estudiantes
«tesistas» se ocupan de dar solucién a una parte de la
investigacién general realizando el trabajo experimental dentro
del laboratorio (espacio de trabajo), por lo que el sujeto de
estudio (publico objetivo) serian los tesistas, quienes realizan la
técnica del Western Blot directamente. Se hard mencién a
«cientificos» como nombre genérico de los tesistas antes
mencionados ya que una invetigacién de caracter cientifico
requiere de la participacion de diversas disciplinas para lograr los
objetivos planteados. Este grupo de cientificos se identifica
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principalmente por el segmento etidreo al que pertenecen,
inscrito principalmente entre los 25 y 30 afios.

Con la finalidad de identificar una oportunidad de disefo, un
equipo multidisciplinar compuesto por estudiantes de
Bioquimica (Pablo Barra, Universidad de Chile), Biotecnologia
(lgnacio Valderrama, Universidad Andrés Bello) y Disefo
Industrial (Ana Acufia, Universidad de Chile) dirigidos por un
profesional de la ciencia que prepara su tesis doctoral con el
presente proyecto (Matias Gutierrez, Universidad de Chile/
Universidad Andrés Bello) (ver Figura 1), observaron las etapas
principales del Western Blot con el fin de localizar una etapa
critica (donde se presentan mayores problemas) de ésta técnica
a fin de intervenirla y darle solucion.

IGNACIO VALDERRAMA
TESISTA - ING. EN BIOTECNOLOGIA

MATIAS UNIVERSIDAD ANDRES BELLO

GUTIERREZ

PABLO BARRA
TESISTA - BIOQUIMICA
UNIVERSIDAD DE CHILE

BlOQUIMICO
U.DE CHILE

PhD(c) BIOTECNOLOGIA .
UNAB TITULANDO - DISENO INDUSTRIAL

UNIVERSIDAD DE CHILE

ANA ACUNA

Fig. 1: Organizacion del equipo de trabajo. Fuente: elaboracion propia.



Tal como se menciona anteriormente se procedid a realizar las
observaciones de las etapas principales de método mencionado,
obteniendo los siguientes resultados:

- Etapas principales del Western Blot (ver Figura 2):
1.- Preparacion de la muestra.

2.- Electroforesis en Gel.

3.- Electrotransferencia.

4.- Documentacion.

La etapa 1 trata sobre como es posible obtener una muestra a
analizar, que generalmente es un lisado de proteinas (solucidon
concentrada de proteinas obtenidas de determinado tejido).

La etapa 2 consta de la realizacién de una electroforesis vertical,
la cual cumple la funcién de separar las proteinas mediante la
exposicion a electricidad de las mismas dentro de un gel.

En la etapa 3 se realiza una electrotransferencia, la cual permite
traspasar las proteinas separadas a una membrana, también
mediante el uso de la electricidad.

La etapa 4 trata basicamente sobre como obtener una imagen
del resultado de la identificacion de proteinas (teniéndolas
separadas en una membrana) para ser analizada por los
cientificos.

Acorde con la observacién de las distintas etapas del Western
Blot, las etapas identificadas como 1,2 y 3 no presentan mayores
problemas para el cientifico, las herramientas y/o implementos
utilizados permiten la realizacién de estas etapas sin dificultar el
trabajo del mismo en el laboratorio, no asi la etapa 4 que desde
su concepcion presenta dificultades tales como la catidad de
proteinas posibles de identificar, calidad de la imagen resultante
para analizar, ademds del tiempo e insumos utilizados en esta
etapa (para mayor detalle ver Anexo 1).

Para poder dar solucién a las situaciones problematicas
generales de esta estapa del Western Blot es necesario
determinar especificamente cual seria la solucién de entrada
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Fig. 2: Etapas de Western Blot. Fuente: A Guide to Methods in the Biomedical Sciences.

(hipdtesis para los tesistas del area cientifica), la que se enmarca
directamente en temas netamente del area cientifica, por lo que
se procederd a explicar de manera breve la solucion de entrada
gue permitird guiar el trabajo del equipo multidisciplinar. Como
solucidn de entrada se propone variar el
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mecanismo por el cual se identifican comunmente las proteinas cantidad de insumos para ello. A partir de esta solucidon de
por un método que permita identificarlas sin perder calidad en la entrada los integrantes del equipo desarrollan avances en su
imagen final, ahorrar tiempo dando cabida a la posibilidad de area de manejo dando paso esto a definir lineamientos para el
identificar mas de un tipo de proteina por experimento realizado desarrollo de sus proyectos de titulo o tesis, segun corresponde.
y hacer llegar la informacién grafica del resultado a un En el siguiente diagrama se evidencia el aporte de de cada
computador para su posterior analisis utilizando la minima disciplina para poder realizar el proyecto general.

VARIACION DEL METODO TRADICIONAL DE IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE EL USO DE
NANOPARTICULAS FLUORESCENTES QUE PERMITIRIAN IDENTIFICAR DISTINTAS PROTEINAS EN UNA
MISMA MEMBRANA

HIPOTESIS § DOCUMENTACION

IGNACIO VALDERRAMA ANA ACUNA PABLO BARRA

BIOTECNOLOGIA DISENO INDUSTRIAL BIOQUIMICA

Definir espectros de Disefio de un sistema/ Conjugacion de una
emision de los equipo que permita molécula fluorescente

Quantum Dots para documetar proteinas (Quantum Dots) con

hacerlos discernibles en mas de un canal de un anticuerpo
unos de otros. deteccién. especifico.

DEFINICION DE ROLES

Fig. 3: Definicion de roles en el proyecto. Elaboracion propia con apoyo de diagrama «Etapas de Western Blot. Fuente: A Guide to Methods in the Biomedical Sciences.»
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Observado desde el punto de vista de la disciplina del Disefio
Industrial, ésta solucidn de entrada implica el trabajo directo con
el cientifico a fin de brindar apoyo en la validacién de los
componentes que permiten conformar un sistema capaz de
cumplir con los requerimientos dados por los resultados
cientificos, por lo que en este proyecto se pone énfasis en el
apoyo que significa para el cientifico la validacion de su técnica.
Dicha validacidn fue dividida tematicamente por elementos a

BIOTECNOLOGIA

DISENO INDUSTRIAL

\\\ Documentador de proteinas en tres canales

resolver dentro del sistema de identificacién de proteinas
propuesto, siendo basada en las etapas de experimentacion de
los dos cientificos integrantes del proyecto.

A continuacién se exponen diagramas que describen las etapas
de intervencion del disefio industrial para la validacidon de la
técnica desarrollada por los cientificos, definiendo los
requerimientos que deben ser tomados en cuenta y sentar las
bases para el desarrollo del documentador de proteinas

BIOQUIMICA
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2
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=
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DEFINICION DE TRES
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-+l | QUANTUM DOTS B MENTAR FLUORESCENTES
PARA HACERLOS PROTEINAS EN TRES (QUANTUM DOTS)
DISCERNIBLES UNOS ENNRLESTDE CON ANTICUERPOS
DE OTROS

DETECCION

Fig. 4: Diagrama general «Intervencion del disefiador industrial en la validacion de la nueva técnica de documentacion de proteinas». Fuente: elaboracion propia.
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REALIZAR : "
PRUEBAS DE ELECCION DEL :
-3 | FOTOLUMINISCEN- CAPR'J?"Z%S(')TR"I’)z :
of | CIADELOS oaey |
=3 | QUANTUM DOTS "
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1 SISTEMA IMAGEN
. RESPECTO A LA
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DEFINIR PROTEINAS CON
REQUERIMIENTOS DEL ANTICUERPOS
CAPTURADOR DE CONJUGADOS

IMAGEN

Fig. 5: Diagrama «Intervencion del disefiador industrial en la validacion de la nueva técnica de documentacion de proteinas, captura de imagen». Fuente: elaboracion propia.
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BIOTECNOLOGIA DISENO INDUSTRIAL BIOQUIMICA
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Fig. 6: Diagrama general «Intervencion del disefiador industrial en la validacion de la nueva técnica de documentacion de proteinas, disp. Identificador de proteinas». Fuente:
elaboracidn propia.
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Fig. 7: Diagrama general «Intervencion del disefiador industrial en la validacion de la nueva técnica de documentacion de proteinas, dif. en captura de imagen». Fuente:
elaboracidn propia.
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Fig. 8: Diagrama general «Intervencion del disefiador industrial en la validacion de la nueva técnica de documentacion de proteinas, ingreso de la mambrana al sistema».

Fuente: elaboracion propia.
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Fig. 9: Diagrama general «Intervencion del disefiador industrial en la validacién de la nueva técnica de documentacion de proteinas, activacion de comandos / conexiones».
Fuente: elaboracién propia.
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Il. PROBLEMA

Para identificar el problema de disefio, posterior a la
observacién realizada (adjunta en el Anexo 1), se identificaron
situaciones problematicas a fin de esclarecer el camino respecto
a la definicion de un problema de disefio, sirviendo de apoyo en
el desarrollo del proyecto para sentar los ejes centrales de una

PROBLEMA

\\\ Documentador de proteinas en tres canales

posible solucién de disefio: calidad de imagen, tiempo en la
realizacion de la tarea vy el esfuerzo realizado por el cientifico a
la hora de llevar a cabo esta técnica. A continuacion, en la figura
10, es posible observar el problema de disefio y los ejes de en
gue se encuentra inmersa la problematica acorde las situaciones
problematicas.

LAS HERRAMIENTAS PARA LLEVAR A CABO EL METODO DE DOCUMENTACION DE PROTEINAS ACTUAL (METODO
TRADICIONAL) NO PERMITE AL USUARIO REALIZAR ESTA ETAPA DEL WESTERN BLOT DE FORMA OPTIMA EN
TERMINOS DE CALIDAD DE IMAGEN, TIEMPO UTILIZADO Y ESFUERZO REALIZADO.

Salida del laboratorio en busca del ambiente propicio para realizar la documentacién ya que
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se requiere ausencia de luz para realizar el revelado de la membrana

Al transferirse la imagen mediante revelado fotografico se requieren insumos como: Mica,
placa autoradiografica, solucién reveladora, fijador, etc.

El procedimiento de revelado puede tardar de 10 a 30 minutos, dependiendo de la
luminiscencia dada por la reacciéon quimica y como tal pierde luminiscencia acorde al tiempo.

El método utilizado permite identificar s6lo una proteina por membrana, ya que la emisién
de luz solo marcara una mancha en la placa autoradiografica.

La imagen obtenida debe ser escaneada para ser procesada en un software

IMAGEN

TIEMPO ESFUERZO

Fig 10: Diagrama «Problema y situaciones problemdticas» Fuente: elaboracion propia.
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo General

Disefiar de un sistema que permita a los cientificos (usuarios)
documentar proteinas de modo tal que les permita optimizar el
proceso de documentacidon en términos de tiempo, calidad de
imagen y esfuerzo realizado en la practica de la técnica.

Objetivos Especificos

Objetivo n°1: Brindar apoyo a los cientificos pertenecientes al
equipo de trabajo proporcinandoles prototipos que les permitan
realizar ensayos cientificos a fin de validar la técnica de
identificacion de proteinas desarrollada por ellos.

Objetivo n°2: Desarrollar un sistema que permita al usuario
(cientifico) fotodocumentar mas de una proteina por membrana,
en funcion de los espectros de emision de cada particula
fotoluminiscente determinada (quantum dot), aumentando los
canales de deteccién de proteinas de uno (como es posible de
hacer con la técnica tradicional de documentacion) a tres
canales.

Objetivo n°3: Realizar el disefio de un documentador de
proteinas que permita al usuario obtener un resultado grafico de
la identificacion de modo tal que no represente un proceso
tediosos de realizar en términos de tiempo y esfuerzo requerido
para llevar a cabo la documentacion de las proteinas.



CAPITULO 1. VALIDACION DE COMPONENTES

Tal como se menciond anteriormente en el proyecto general se
torna relevante el hecho de validar una técnica nueva, para ello
se ha dispuesto de tematicas o items a solucionar por medio de
pruebas que requieren del disefio de prototipos que permitan al
cientifico realizar experimentos para el desarrollo y validacién de
la técnica propuesta por ellos

1.1 Captura de la imagen

Como solucidn a la digitalizacion manual de la imagen (uso de
scanner) se propone el uso de una cdmara de caracter digital a
fin de capturar la imagen directamente de la membrana, dando
paso a la disminucién de tiempo y esfuerzo realizado en el
revelado manual, por otro lado ya no seria necesaria la
digitalizacién de la imagen ya que desde su origen ya lo, es por
tanto no se presentarian perdidas de calidad en la imagen.

1.1.1 Eleccion del dispositivo capturador de la imagen.

Para realizar la eleccidn del capturador de imagen es necesario
tener en cuenta qué es lo que se quiere capturar, en este caso la
imagen que se desea tener proviene de una membrana que
contiene proteinas que emiten fotoluminiscencia, por lo que una
camara digital convencional no serviria para ese propdsito ya que
la luminiscencia saturaria la captura, para esto es necesario
contar con una cdmara que permita capturar fotoluminiscencia y
a la vez debe capturar imagenes de alta calidad y mayor detalle
que las convencionales, por lo que se optd por elegir una camara
CCD. Esta sigla significa «dispositivo de carga acoplada», que es
un tipo de chip fotosensible semejante a los que se utilizan en las
camaras de video domésticas que en lugar de imagenes en
movimiento estas registran exposiciones durante las cuales la luz
incide sobre una serie de pixeles dispuestos en forma de
cuadricula sobre un chip. Al final de la exposicidn, cada pixel lee
el voltaje que corresponde a la cantidad de luz que ha recibido.

Estas cifras se digitalizan, es decir, se convierten en numeros
binarios: ceros y unos, que se envian a la computadora que
muestra la imagen en la pantalla, pudiendo capturar fielmente la
fotoluminiscencia proveniente de la membrana con proteinas.

CAMARA CCD / IS-CAPTURE

Fig 11: Cédmara CCD + software de manejo. Fuente: captura propia.

Este tipo de camaras se controla mediante un software
especifico, en el que se pueden regular de manera sencilla
pardmetros como tiempo de exposicion, brillo, contraste, etc.



1.1.2 Disposicién del capturador en el sistema

Para disponer la cdmara en un sistema que capture membranas
con proteinas capaces de fluorescer es necesario tener en cuenta
el tamafio de dicha membrana a fin de posicionar la cdmara a
una determinada distancia respecto al plano que acogerd la
membrana, el tamafio de esta es de 50 x 80 mm, tomando en
cuenta esa informacién la distancia entre el plano y la camara
debiese ser de 100 mm, pero se debe tomar en cuenta la
distancia minima focal de la camara, la cual es de 280 mm desde
el lente hasta el plano que se desea fotografiar, por lo que la
altura del documentador en este caso guardara directa relacion
con la distancia minima focal para asi poder obtener una imagen
nitida y de calidad.

CAMARA CCD

280 mm

AN

Fig 12: Distancia Focal. Fuente: elaboracion propia.

1.1.3 Requerimientos especificos del capturador de imagen
Internamente la CCD genera ruido térmico y ruido a causa de la
operacion de sus componentes electronicos. Para eliminar estas
fuentes de ruido se debe enfriar los componentes. Unos pocos
segundos de temperatura en que se sobrepase el rango entre 20
y 25 °C son suficientes para llenar los pixeles de ruido térmico. Es
imprescindible enfriar la CCD para obtener mejor calidad en las
imagenes, sobre todo cuando se requiere un mayor tiempo de
exposicién.

Para lo anterior se propone un sistema de ventilacién compuesto
de dos ventiladores que harian circular el aire en una direccién a
fin de mantener la camara a la temperatura correcta de

funcionamiento.
FLUJO DE AIRE / ENFRIAMIENTO CAMARA CCD

—> AIREFRIO

\ > AIRE CALIENTE

FOCO DE CALOR

Fig 13:Sistema de ventilacion- enfriamiento. Fuente: elaboracion propia.

Para ello se es necesaria la generacidn de tomas de aire con que
constara el sistema de modo tal que permitan desplazar el mayor
volimen de aire desplazado, teniendo que cumplir estas con
poseer el area suficiente para que esto suceda, ademas de no
permitir la facil visualizacidn del contenido del sitema que posee
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los componentes internos. Se realizaron prototipos de tomas de distintas propuestas de forma se procedid a calcular el area que
aire, en donde primaba el area por sobre la forma de la misma, permite el paso del aire en cada prueba, dando paso a la elecciéon
ademds de evidenciar el grado de visualizacidn que pueden tener de la toma de aire que permitiera pasar el mayor porcentaje de
para evitar la visidén de la parte interna. Luego de realizar aire respecto al area total utilizada al realizar los orificios.

TOMAS DE AIRE / AREA DE ENTRADA DE AIRE (%)
3 4

1 23 45 6 7 &8 9 jgher

Fig 14: Tomas de aire. Fuente: captura y elaboracion propia.
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1.2 Dispositivo identificador de proteinas

Para poder identificar las proteinas es necesario provocar una
exitacion en las moléculas capaces de fluorescer que se
encuentran acopladas a las proteinas, para que esto ocurra se
debe exponerlas a una iluminacién al que la longitud de onda
gue esta emita permita exitar estas moléculas haciéndolas
visibles.

1.2.1 Identificacion de proteinas mediante exitacion luminica.

Los cientificos que forman parte del proyecto procedieron a
determinar una Unica longitud de onda que permitiera obtener
rangos distintos de emision de las moléculas fluorescentes,
gracias a las pruebas cientificas realizadas se determiné que para
obtener fluerescencia en distintos colores, para dar paso a la
identificaciéon de proteinas mediante canales verde, rojo y
amarillo, era necesario un rango de exitacion de 300
nandémetros, espectro de emision que corresponde a luz

ultravioleta, especificamente a UV-B
ESPECTRO DE EXITACION 300 Nanémetros (nm).

QD-G QD-Y QD-R

Fig. 15: Diagrama «Espectros de exitacion y emision de particulas fluorescentes».
Fuente: Elaboracion propia

1.2.2 Componentes necesarios para exitacion luminica

Para poder incorporar iluminacién al sistema de documentacion
es necesario tener en cuenta los formatos en que es posible
encontrar lamparas, LEDs u otro dispositivo de iluminacién que
cumpla con los requerimientos del sistema total, por lo que
después de una intensa busqueda de componentes se llegé a la
conclusién de que la ldmpara idénea para este fin era una
utilizada para terapia dérmica UV-B , la cual ademas de cumplir
con el espectro de emisidén necesario tiene la particularidad de
otorgar una iluminacién homogénea a la superficie que se desea
iluminar, dando paso asi a una iluminacén pareja de las
particulas flourescentes, impidiendo que estas emitan
fluorescencia con baja intensidad.

Elﬂsuonp‘lknlllmn Minimum side effects like redness, itching and burns
iNarrowband Shorter period of exposure and less erythemal radiation than conventional UVB lamps
Waorldwide tested in more than 400 clinical tests

Proven o be the most effective lamps in their class
Qutput Lamp Lamp  Cap/
UvB Voltage Current base

(W)

Philips UVEB Narrowband PL-5 9Wi0| 927201700121 12 60 017 G213

Spectrum /12

ouptut (a.u.)

A

/ I

250 275 300 325 350 375 400

\ wavelength (nm)

Fig 16: Informacion técnica y espectro de emision Idmpara UV-B. Fuente: Philips lamps
phototherapy treatment.




Las caracteristicas técnicas de esta lampara guardan relacion con
los accesorios que necesita para su funcionamiento, ya que
consume 9W, siendo una baja potencia acorde a la capacidad del
suministro eléctrico, por lo que para su funcionamiento es
necesario el uso de un ballast que permite su que esta funcione
al estar conectada a la red eléctrica. Otra particularidad de esta
ldampara es la base que posee para ser conectada al ballast, que
corresponde a un dispositivo G-23, cuya conexion hembra es
posible de encontrarla tanto separada como incorporada al
ballast.

Dimensions in mm

A A )
[Philips UV PL-5 9W 288 1445 167.0 280 13.0
< 0|V
Y ]
U
¥ \_1
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Fig 17: Datos lampara UV-B con base G23 . Fuente: Philips lamps phototherapy treatment.

1.3 Sistema de diferenciacidon en la captura de las distintas
proteinas.

Para diferenciar las proteinas en la membrana es necesario
utilizar un dispositivo que permita a la camara captar
distintamente cada proteina para su posterior analisis, es decir,
el dispositivo a utilizar debe permitir la captura de una sola
proteina por imagen tomada, para ello es necesario que permita
filtrar los distintos espectros de emisién de las particulas
fluorescentes, dejando pasar sélo un tipo de longitud de onda,
que es la correspondiente a cada color de emision.

CAPTURA DE IMAGEN % USO DE FILTROS OPTICOS

! sz‘i
540 (

A
fs00 || 620 NN
QD-G QD-Y QD-R

Fig 18: Diagrama «Captura de imagen con filtro dptico». Fuente: elaboracion propia.

Para capturar la imagen de tres proteinas en una misma
membrana es necesario el uso de tres tipos de filtro distintos,
cada uno con la propiedad de filtrar a la longitud de onda
correspondiente a cada fluorescencia.

1.3.1 Sistema de cambio de filtros

Para capturar las imagenes es necesario el disefio de un sistema
que permita cambiar los filtros acorde a la proteina que se desea
identificar, para ello se deben definir un sistema de paleta de
filtros, la que permite alojar los filtros a cambiar segun la imagen
que se desea capturar y un sistema de desplazamiento de filtros,
que permita realizar el cambio del filtro a utilizar.
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1.3.1.1 Paleta de filtros

Para el disefio de la paleta de filtros es necesario tomar en
cuenta tres espacios en los que se alojaran los filtros,
adicionalmente se dejard un espacio de alojamiento libre, que
serd utilizado para dar paso a los cietificos a documentar
digitalmente (capturar la imagen con la camara del sistema) las
mambranas obtenidas a través de la técnica tradicional de
documentado cuando el cientifico lo estime conveniente. Para el
disefio de esta paleta es necesario considerar un espacio que
servira de eje para el posterior desplazamiento de la misma.

PALETA DE FILTROS

‘—— FILTRO 500-540-620 nm. 2
- v
@(—SOPORTE DEL FILTRO -

Fig 19: Diagrama «Paleta de filtros». Fuente: elaboracion propia.

1.3.1.2 Desplazamiento de los filtros

Con la finalidad de poder cambiar los filtros de lugar (hacia el
lente para capturar la imagen correspondiente) es necesario el
disefio de un sistema que permita el desplazamiento de los filtros
a un determinado punto o lugar, para ello se propone un sistema
rotatorio de filtros controlados por un motor que se active

PROYECTO DETITULO - ANA ACUNA GALLARDO

mediante pulsadores. El objetivo de la rotacidn de los filtros es
poder desplazarlos utilizando el menor espacio posible, lo que se
da con el movimiento rotatorio, dando paso a la disminucion de
los tamafos de los componentes internos del sistema total, de
este modo es posible disminuir al maximo posible el tamafio del
producto final, lo que recae en la huella que ocupara el equipo
en el laboratorio (espacio utilizado por el equipo en los mesones
de trabajo).

Fig 20: Rotacion de filtros. Fuente: captura propia.
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Para lograr el movimiento rotatorio se propuso el uso de un
servomotor para las pruebas de cambio de filtro ya que este
permitiria la rotacidn de la paleta de filtros en ambas direcciones
(rotacién positiva y negativa). Este tipo de motor hace uso de la
modulacién por ancho de pulso para controlar su direccién vy
posicidn, esto dado por la programacion de una aplicacion que
permita enviar la informacién a un microcontrolador, el cual serd
el encargado de entregar la informacion al servo para realizar un
movimiento determinado, de este modo es posible cambiar los
filtros mediante dos comandos que dirigirian los filtros en
posicién de derecha a izquierda y viceversa.
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Fig 21: Uso de un servomotor controlado por Arduino. Fuente: captura propia.
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Fig 22: Sistema de cambio de filtros. Fuente: elaboracidn propia.

1.4 Ingreso de la membrana al sistema de documentacion

Para poder obtener la imagen de las proteinas es necesario tener
un sistema que permita al usuario / cientifico hacer ingreso de la
membrana que contiene las proteinas hacia el sistema de
documetacidn. Para definir este sistema se tomaron en cuenta
tres puntos claves: la zona de recepcidn de membrana, el
sistema de ingreso de membrana y el modo de apertuta/cerrado
del sistema que permitird hacer ingreso de la membrana.



1.4.1 Zona de recepcion de membrana

La zona de recepcién de membrana se refiere al espacio a utilizar
para posar, poner o dejar la membrana que contiene las
proteinas, esta zona debe cumplir con ciertos requerimientos
entre los que se encuentran el area de la superficie, el material
de la superficie y la forma de la misma.

Respecto a tamano, es decir el area de la superficie, esta debe
permitir alojar en ella una membrana rectangular de 80 x 50 mm
tomando en cuenta un margen de error en espacio ya que se
dificultaria la tarea de posar la membrana en la misma area que
utiliza la membrana, es por eso que se considera un margen de
error de 50 mm por eje (en X e Y), dejando un margen de 20 mm
alrededor de la membrana, tomando en cuenta que es posible
realizar la captura de la imagen sin problemas en una superficie
rectangular con un area de 120 x 90 mm.

AREA SUPERFICIE MEMBRANA

120 x 90 mm

80 x 50 mm

N

Fig 23: Diagrama «Area y forma de la superficie de recepcién de membrana». Fuente:
elaboracion propia.

Respecto al material de la superficie receptora de la membrana
es necesario tomar en cuenta dos requerimientos bdasicos del
material de la superficie, como lo son el acabado y la textura del

material. El acabado del material debe no presentar brillo, ya que
al emitir fluorescencia las proteinas puede intervenirse la imagen
de las mismas al existir un posible reflejo provocado por la
superficie que aloja la membrana, interfiriendo la imagen final y
dando como resultado una captura no fidedigna del resultado,
por otra parte la textura el material debe ser una tal que no
posea porosidad, ya que la luz proveninete tanto de la
fluorescencia como de la lampara UV podria reflejarse en los
poros interfiriendo la imagen final, finalmente es necesario que
la superficie sea resistente al agua, ya que comunmente las
membranas se ingresan mojadas al sistema por lo que la
superficie no debe sufrir deterioro con la humedad, la superficie
debe ser lavable y de fécil secado ya que permanecera en un
sistema cerrado en el que eventualmente podria formar hongos
en caso de permanecer la humedad constantemente. Para
probar el efecto anterior se procedié a realizar pruebas de
material fotografiando una fuente de fluorescencia sobre un
material determinado.

GOMA EVA PLACA VINILICA

TR
T

Fig 24: Pruebas de superficie-material. Fuente: elaboracion propia.

Tal como se muestra en la imagen anterior es posible decir que la
goma es el material que cumple de mejor forma con los
requerimientos, si bien se refleja cierto grado de luminiscencia



en el material esta se hace insignifcante a la hora de capturar la
imagen, ya que la fluorescencia permanece dentro de Ia
membrana, por lo que el grado de reflejo que posee este tipo de
superficie no es suficiente como para interferir en la imagen a
capturar.

1.4.2 Sistema de ingreso de membrana.

Teniendo la superficie que debe alojar la membrana es necesario
el disefio de un sistema que permita ingresar esta superficie con
la membrana dentro al sistema total para realizar la captura,
para ello se plantedé el método de ingreso por una bandeja
deslizable a modo de cajon la cual permite el ingreso de la
membrana al sistema sin interferencias, es decir esta bandeja se

Fig 25: Propuestas de bandeja de ingreso de membrana. Fuente: captura propia.

desliza por un riel exponiendo la superficie que debe contener la
membrana al exterior para luego ser devuelta al interior y asi
poder capturar la imagen. Para lo anterior se dispusieron dos
prototipos que fueron evaluados por los cientificos del proyecto
a fin de visualizar si se cumplia con los requerimientos de uso con
una de las dos propuestas.

Tal como se aprecia en la imagen anterior la variacién entre las
bandejas deslizables es que una posee un espacio interno para
contener y alojar la membrana y la otra es solo una superficie lisa
sin bordes delimitantes. En la prueba de uso de ambos
prototipos se pudo constatar que no es necesario de que a
bandeja posea una cabidad para alojar la membrana ya que los
bordes de la misma entorpecen el acto de dejar la membrana en
la superficie, en cambio la superficie lisa sin limites en los bordes
permite al usuario/cientifico posar la membrana sin topar con la
mano la superficie, facilitando de este modo la operacion.

SUP. CONTENEDORA

SUP. LISA

Fig 26: Ingreso de membrana al sistema. Fuente: captura propia.

1.4.3 Modo de apertura del sistema de ingreso de membrana.
Para definir el modo de apertura de la bandeja propuesta es
necesario tomar en cuenta le nivel de complejidad o esfuerzo
que realiza el usuario al ingresar la membrana al sistema, para
ello se considerd el modo en que se ingresaria la membrana al
sistema y las posibilidades que se tienen a la hora de realizar a
apertura y cerrado de la bandeja.
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Fig 27: Apertura del sistema de bandeja. Fuente: elaboracion propia.

Después de la observacién se pudo evidenciar que se debe
simplificar el método de apertura automatizandolo de cierta
forma, es decir incluyendo un comando que al ser accionado la
bandeja permita el acceso de la membrana y al ser accionado
nuevamente este permita el cerrado del sistema dejando entrar
la bandeja al sistema.

1.5 Sistema de activacién de comandos y conexiones.

Para activar los sistemas anteriormente mencionados es
necesario disefar un sistema de comandos y conexiones que van
a permitir al usuario hacer uso del sistema de documentacion,
para ello se desglosaron los comandos en tres puntos de interés:
activacion de cambio de filtros, conexidon al computador y
conexiones de alimentacion energética

1.5.1 Activacién cambio de filtros.

Para hacer el cambio de filtros se requiere de un display que
permita al usuario elegir el filtro que se desea utilizar, el cual
debe cumplir con evidenciar tactiimente que esta siendo
activado el comando de cambio de filtro, y visualmente verificar

que se esta realizando el cambio de filtro al que se selecciond a
fin de facilitar la tarea de reconocimeinto de activaciéon del
sistema de cambio de filtros por parte del usuario/cientifico .
Para esto se dispuso de un display tipo botonera que permite al
usuario identificar el inicio de cambio de filtro con una accién
tactil perceptible por la activacidén de un pulsador de iniciacién
del comando de cambio de filtro. Por otro lado la sefial visual de
que el filtro elegido se encuentra en su lugar estaria dada por la
iluminaciéon de una zona que indique que filtro es el que esta
frente al lente de la cdmara.

SENALES DE ACTIVACION

-
r
W

Fig 28: Diagrama « modos de reconocimiento de sefiales de activacion». Fuente: elaboracion

propia.

Una vez definida la forma de identificacidn de sefales se
propusieron distintos tipos de displays que permiten activar el
sistema de filtros, estos fueron puestos a prueba a fin de poder
identficar cual es el tipo de comandos presenta menos carga
para el usuario.
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Se optd por un display que permitiera al usuario cambiar el filtro
sélo realizando una pulsacion, es decir asignando a cada filtro un
pulsador a fin de que realizar el desplazamiento de cada uno de
los filtros ejerciendo presidn en un solo pulsador, ya que activar
el sistema a partir de dos pulsadores significaria presionar un
pulsador cuantas veces sea necesario para llegar a activar un
filtro, dando paso al error que se da cuando el usuario presiona
mas de las veces necesarias el pulsador de movimiento en una
diecciéon determinada, teniéndo que devolverse con el pulsador
que determina el giro de los filtros en sentido contrario para
corregir el error. La propuesta debe contemplar entonces
pulsadores de activacion de filtros individuales, una sefial
luminica por pulsador, indicando cuando el filtro activado esté en
la posicion deseada para realizar la captura, esta iluminacion
ademas de aportar informacién del desplazamiento de los filtros
debe indicar mediante el color que tipo de filtro ha sido
seleccionado, un ejemplo de ello seria presionar el pulsador

\\\ Documentador de proteinas en tres canales

correspondiente a «QD-R» («QD» referido a la particula capas de
fluorescer que permite identificar la proteina deseada y «-R»
referido al color que emite la particula fluorescente respecto a la
longitud de onda emitida, en este caso «Red»).

1.5.2 Conexidn al computador

Al ser operado desde el computador, el capturador de imagenes
requiere de una conexién directa con un ordenador via USB
(Universal Serial Bus) por lo que el sistema a disefar debe poseer
una zona en la que sea posible conectar y desconectar el equipo
al computador. Dentro de los puertos USB mds comunes es
posible encontrar el tipo «B» que es el mas utilizado en equipos
de impresion, digitalizacion u otra toma de datos, por lo que se
incorporara este tipo de puerto en el sistema, otra de las razones
por que se eligid este tipo de puerto es el tamafio que posee ya
que el tamanfo total del equipo requiere de un conector no muy
pequefio para facilitar el manejo en cuanto a la conexién del
puerto con el equipo.

Fig 29:0Opciones de displays para activacion de filtros. Fuente: captura propia.
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Fig 30: Puerto USB, tipo y zona de conexion . Fuente: elaboracion propia.

1.5.3 Alimentacidén energética

Los mecanismos que requieren de conexion energética son el
servomotor que utiliza 5 volts para su funcionamiento, la cdmara
CCD que requiere de 12 volts para activarse, por otro lado el
ballast que enciende la ldampara UV-B requiere de conexion
directa a los 220 volts que ofrece el suministro eléctrico comun
por lo que se procedera a instalar en el interior del sistema un
circuito encargado de regular los voltajes a fin de que la conexion
al suministro eléctrico sea dirigido a través de un solo puerto.
Este puerto debe permitir la conexién de un cable que pueda
desmontarse del equipo, esto considerando la instancia de
desuso ya que el cable se presenta como un extra que entorpece

la accion a la hora de guardar, mover o trasladar a otro
laboratorio el equipo.

Por temas de tamafio el cable debe ser delgado (mientras mas
grueso menos flexible y por tanto menos maleable), por temas
de seguridad debe cumplir con las normativas vigentes, por tanto
debe ser un cable que sea apto para hacer circular los 220 volts
del suministro eléctrico y los 9W consumidos por el ballast de la
[dmpara UV-B, por lo que se optd por la eleccion de un cable
conector sin salida a tierra ya que ningun componente del
sistema lo requiere, este cable de poder posee una conexion
macho tipo «8» en el inicio y un enchufe tipo «C» de dos puertos
en su fin, el conector que debe empotrarse en el sistema
corresponde al conector hembra tipo «8». La zona de ubicacion
de este conector debe ser la posterior a fin de no interferir con la
zona de captura de imagen y la zona de manejo del equipo.
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Fig 31: Conexion a la red electrica. Fuente: elaboracion propia




CAPITULO 2: INTEGRACION DE COMPONENTES

Una vez validados y establecidos los componentes basicos del
sistema documentador es posible ubicarlos de forma que
conformen parte de un equipo que permita documentar
proteinas, para ello es necesario entrar en detalles de
dimensiones del sistema de documentacién y de los mismos
componentes, asi como de su disposicion respecto a los otros
componentes del sistema documentador.

2.1 Ubicacidn del capturador de imagenes en el equipo.

Tal como se especificd en el capitulo anterior, la distancia focal
de la cdmara CCD es de 280 mm desde el lente hasta la superficie
que se debe capturar, considerando las dimensiones de la
camara es necesario un contenedor de 360 mm de alto. Para
definir las medidas de ancho y largo es necesario ademas de

ALTURA CAMARA CCD

360 mm
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tomar en cuenta las dimensiones de la cdmara, tener en cuenta
el espacio utilizado por los ventiladores que enfriaran la cdmara,
por otra parte debe ser considerado el espacio utilizado por los
demas componentes internos, dando como resultado un largo de
180 mm y un ancho de 250 mm. Respecto a las rejillas de
ventilacién que permitirian regular la temperatura de la camara
deben estar ubicadas en los costados a fin de disponerse
perpendicularmente al disipador de la cdmara haciendo circular
el aire entre las rejillas, abarcando de este modo la mayor
superficie de aluminio para realizar el enfriamiento de la pieza
disipadora, por otra parte es necesario abarcar la mayor cantidad
de espacio posible para realizar la ventilaciéon, por lo que se
plantea el uso del ancho casi completo de las caras laterales del
sistema, casi completo ya que se evitaria utilizar las zonas de
sujecién de otros componentes en caso de interferir, si se dejara
rejilla sélo en la zona del ventilador se abarcaria un area de 1308
mm?2 que da paso al flujo de aire, en cambio si se utiliza la cara
lateral se tendria un’area de 3606 mm2 para el flujo del aire, por
lo que aumentaria el area de ventilacién casi al triple.

4000 3606 mm?

1308 mm?

Fig 32: Conexion a la red electrica. Fuente: elaboracion propia
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Fig 33: Ventilacion — enfriamiento del sistema de captura de imagen. Fuente: elaboracion
propia
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2.2 Disposicidn sistema de ingreso de membrana en el equipo.
Estando definidas las dimensiones de la superficie que contendra
la membrana es necesario ubicarlo respecto al sistema, en este
caso esta superficie debera ubicarse perpendicularmente al foco
del lente de la cdmara y a la distancia focal de la misma por lo
gue se aumentara el tamafio del equipo documentador para dar
cabida al sistema que permitird hacer ingreso de la membrana al
equipo, la altura aumentara de 360 mm a 390 mm
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Fig 34: Altura del equipo. Fuente: elaboracion propia

Fig 36: Sistema de apertura y cierre de la bandeja de ingreso de membrana. Fuente: captura
propia

Para indicar la apertura de la bandeja en necesario la activaciéon
del un pulsador que indique a un servomotor cuando moverse y

mover con él un engranaje que hara desplazar hacia fuera del
sistema la bandeja de ingreso de membrana, dando paso a que
con otra activacion del pulsador la bandeja se desplace hacia
dentro cuando se desee cerrar el sistema para capturar la
imagen.

Fig 35: Activacion del sistema de ingreso de membrana. Fuente: captura propia

2.3 Disposicion de la fuente de exitacidn en el sistema.

La fuente de exitacién de las particulas fluorescentes, es decir la
[dmpara UV-B debe estar ubicada sobre la superficie de de la
membrana a fin de exitar de forma directa los quantum dots y de
esta forma hacer visibles las proteinas a identificar. Como ya se
menciond, la ventaja del tipo de lampara seleccionado para
cumplir con esta tarea es que su uso comun es la terapia dérmica
de exposicidon directa a luz ultravioleta por lo que independiente
de la ubicacién que este tenga en el sistema la iluminacion sera
homogénea, permitiendo exitar de igual forma las particulas
necesarias y como resultado de ello la fluorescencia emitida
estara dada igualmente por cada una de las longitudes de onda
de emisiéon de las particulas sin diferencias en cuanto a
intensidad.

V/// 36



permite alojar los filtros por medio de un pocillo contenedor de
los mismos, tomando en cuenta la carcaza metalica que poseen
para realizar la sujecién a un lente.

ILUMINACION HOMOGENEA

Fig 37: Ubicacion de la iluminacién UV-B en el sistema. Fuente: elaboracion propia

2.4 Disposicion del sistema de cambio de filtros en el
documentador. 10 mm max.
El sistema de cambio de filtros requiere de una ubicacidn tal que
permita disponer los filtros cercanos al lente sin sobrepasar los
10 mm de distancia entre el lente de la cdmaray el filtro éptico.

e ° » CAMARA
Por otra parte el movimiento de los filtros se replantea en esta
etapa ya que el servomotor no cumple con requerimientos de
precisién como lo hace un motor paso a paso, que ademas de FILTRO
entregar la ventaja de permitir la activacion de cada filtro desde
comandos distintos permite un manejo mas exacto del SISTEMA DE
movimiento dado por pulsadores separados como se planted con > ROTACION
anterioridad; esto se debe a la forma de funcionar de este tipo DE FILTROS

de motor, que es mas compleja y por lo mismo permite
funciones con el mismo tipo de complejidad. Si bien se planteé el
uso de un servomotor el cambio de tipo de motor a utilizar no
afectaria el sistema interno de transformacion de corriente ya
que la variacion de voltaje es minima (de 5 a 9 volts) y eso afecta
solamente en el cambio de un componente.

Como el motor paso a paso funciona en base a angulos de CAMBIO DE FILTROS
movimiento se vario el disefio de la paleta de filtros acorde a un
angulo mas simple de controlar en cuanto a la posicidn de los
filtros (0°, 90°, 180° y 270°), ademas de cambiar la posicién de
los filtros en la paleta se agregaron dos zonas, una que permite
guiar el engranaje encargado de desplazar los filtros y otra que Fig 38: Altura del equipo. Fuente: elaboracion propia
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2.5 Identificacién de zonas para activacion de comandos y
conexiones.

Dentro del sistema es necesario ubicar los comandos en lugares
especificos y estratégicos acorde a lo que se desea activar, en el
caso de la bandeja de entrada el comando de activacién es un
Unico pulsador que permite abrir y guardar la bandeja, debe
estar ubicado en un lugar cercano a la bandeja ya que el usuario
concentra su vision en esa zona debido a que en una de sus
manos posee la membrana a documentar, por lo que el area de
accion debe darse por la instancia de entrada de la membrana al
sistema. Para definir la zona exacta donde se ubicara el pulsador
se procedid a marcar la zona cercana a la bandeja, luego se
pidié a algunos cientificos que definieran el dedo con que ellos
pulsarian el botdn que activa la bandeja. Luego, procedieron a
entintar el dedo elegido y a marcar en la zona cercana a la
bandeja donde a ellos le acomodaria que estuviera el botén de
activacion, realizando esto con una membrana en una de sus
manos simulando la tarea a realizar. (Para ver datos de la prueba
realizada ver Anexo 2)

N =

Fig 40: Ubicacion del pulsador de bandeja. Fuente: Captura propia

Si bien se tomd una muestra pequefia de personas que
realizaron la prueba se tomardn en cuenta los resultados de esta
prueba ya que tal como se pensaba la asociacion del lugar de
activacion esta dada por un simil comun, la bandeja de CD de un
computador, la activacién de esta misma esta relacionada con la
Fig 39: Toma de datos para pulsador de bandeja. Fuente: Captura propia ubicacidn cercana en uno de los extremos de la ba ndeja.
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Los pulsadores encargados de activar los filtros se ubicaran en la
parte superior del sistema, dentro de la segunda instancia de uso
que seria el cambio de filtros. En esta instancia es donde el
usuario fija su atencién, en la zona alta del equipo,
proporcionandole la informacion en tres canales: mediante el
tacto al sentir el «clic» producido por la activacion del pulsador,
sefial luminica dada por la luz del color correspondiente al filtro
qgue se enciende al ser activado el filtro y la informacion visual,
gue indica mediante un texto cudl es el pulsador indicado para
activar un filtro determinado, estando denominados los textos
mencionados con siglas que representan el color de emision de
cada particula flourescente :
QD-G —>Quantum Dot — Green (Verde / A: 500 nm)
QD-Y = Quantum Dot - Yellow (Amarillo / A: 540 nm)
QD-R = Quantum Dot —Red (Rojo / A: 620 nm)

@ - Espacio sin filtro
Tal como se declara en las siglas anteriores hay un espacio en la
paleta de que no posee filtro tal como se menciond en el capitulo
anterior, esto se debe a que se da la oportunidad de que se
pueda documentar una membrana realizada con método
tradicional. Considerando que el capturador de imagen se
especializa en captar fluorescencia es posible que la
guimioluminiscencia emitida con el método tradicional sea
capturable con la cdmara sin necesitar de un filtro especifico. Por
otro lado, para permitir documentar este tipo de membrana no
es necesaria la exitaciéon luminica por medio de la ldmpara UV,
por lo que se incluye un interruptor en la parte trasera del
equipo a fin de apagar la lampara UV cada vez que se necesite.
Se dispone en la parte trasera del equipo ya que se plantea que
la documentacidon por método tradicional casi no se realizaria
gracias a las ventajas que presenta para el cientifico las
cualidades del nuevo método de documentacion, mas no es
posible descartar el método tradicional completamente por lo
que el sistema incorpora la opcién de documentar membranas
tratadas con este método. Por otro lado e igualmente como se

menciond con anterioridad, el traspaso de datos para controlar
el capturador de imagenes debe estar ubicado en una zona tal
que permita al usuario su facil acceso, es por esto que se definio
la ubicacidn en la parte lateral. En cuanto a la ubicacién respecto
a la altura es necesario que se ubique en la parte superior debido
a que se presenta como una zona de manejo directo,
considerando que otra ubicacién forzaria al usuario a inclinarse
para realizar la conexién, tomando en cuenta también como
motivo de la ubicacién del puerto USB el hecho de que la parte
superior es donde donde se ubicardn los componentes internos
de funcionamiento del sistema. La conexidn al suministro
eléctrico se ubicd en la zona alta de la parte posterior del sistema
debido a que se define esta zona como la de menor acceso, esto
relacionado con la tarea que cumple el conector, definda esta
como de uso poco recurrente, es decir el equipo se conecta a la
corriente dando la posibilidad de dejarlo enchufado en la
instancia de desuso.

ACTIVACION
DE CAMBIOS
DEFILTROS ZONA DE
e
B8  CONECTOR SUMINISTRO
" ELECTRICO
-ex-==> CONEXION USB
BANDEJA DE
ENTRADA DE<-----+,
MEMBRANA ‘

Fig 41: Ubicacidn de conectores y zonas generales. Fuente: Elaboracion propia



CAPITULO 3: PROPUESTA FORMAL.

Teniendo definidos requerimientos , mecanismos de activacion y
funcionamiento de sistemas internos del equipo es posible
buscar una forma externa para el mismo de modo tal que
responda tanto al uso del equipo como a aspectos estéticos
ligados con el trabajo en el laboratorio, estando esto relacionado
directamente con los equipos utilizados y el concepto de
tecnologia generado al trabajar en un laboratorio de
investigacidon, concepto en el cual debe estar incluido el disefo
del sistema de documentacién.

3.1 Propuesta conceptual.

Para definir una propuesta conceptual es necesario considerar el
lenguaje formal de los equipos y herramientas de uso comun en
un laboratorio de investigacidn asi como lo son el termociclador,
gue es un equipo que permite realizar ciclos de calor; el equipo
de electroforesis vertical y horizontal, que permiten separar
moléculas en un gel que mediante el uso de electricidad segun
peso molecular; una micropipeta, que es una herramienta que
permite tomar muestras liquidas en mililitros (mml); y una
microcentrifuga, que se utiliza para centrifugar muestras
pequefias en tubos eppendorf. Por otro lado se encuentra el
concepto «tecnologia», que es uno de los conceptos que definen
al segmento etdreo del usuario (25-30 afios). Se plantea utilizar
este concepto para el disefio de un sistema de identificacion de
proteinas debido a la asociacién entre el trabajo cientifico de
laboratorio y el desarrollo cientifico tecnoldgico que permiten las
investigaciones realizadas por los cientificos, es decir, es en el
laboratorio donde se inician los desarrollos tecnolégicos del area
ciantifica, entonces porqué no brindarles equipos que permitan
el desarrollo tecnolégico con una carga estética directamente
ligada a la tecnoldgia. Para ello se propone rescatar aspectos
formales que representan la idea de tecnologia y a su vez
rescatar estos mismos aspectos formales de las herramientas o

equipos de laboratorio cientifico a fin de poder captar puntos
clave que permitan sentar las bases formales del disefio de un
sistema que permita documentar proteinas.
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Fig 42: Referentes formales. Fuente: varias, incluidas en la bibliografia



Como es posible apreciar en las imagenes anteriores hay
elementos que se repiten y tienden a hacerse evidentes en
cuanto a formas, texturas y materiales. Se reconoce el uso de
colores oscuros, cantos rectos, el uso de biseles o caras
angualadas, ademas del contraste sugerido por el uso de un
porcentaje minimo de un color claro.

—

Fig 43: Elementos formales - tecnologia . Fuente: varias, incluidas en la bibliografia

3.2 Génesis formal.

Para definir la forma del sistema es necesario definir zonas de
intervencién del usuario acorde a instancias de uso del sistema.
Como primera instancia se define el ingreso de la membrana al
sistema, se requiere de un pulsador para activar la apertura vy
cierre de la bandeja contenedora de membrana cuando sea
necesario, esta se define en la parte baja del equipo tal como fue
definido anteriormente; la segunda instancia de uso guarda
relacion con la seleccion de uno de los filtros a utilizar para
realizar la documentacion, en donde se enfoca la atencién en la
parte superior, teniendo el usuario que elegir entre presionar
uno de los tre pulsadores acorde al filtro que utilizara o si desea
documentar via método tradicional pulsar la opcion
correspondiente; por ultimo la tercera instancia es donde el
usuario, previa conexion USB entre el computador y el equipo,
procede a seleccionar y ajustar los parametros con los que
capturara la imagen, desplazando su foco de atencion desde el

equipo al computador, que es donde posteriormente realizara el
analisis de la imagen capturada.

Para definir la forma principal se opté por interferir la vista
superior del sistema, el cual se presenta como un reactangulo
que abarca las dimensiones de los componentes definidos con
anterioridad, a este rectangulo le fueron cortados los vértices
con un angulo de forma regular, es decir los cuatro vértices
cortados por el mismo angulo para luego ser extruida la forma
obtenida hasta llegar a la altura requerida para contener los
componentes del sistema.

Fig 44: Forma principal. Fuente: elaboracion propia

Por otro lado es necesario intervenir el sistema a partir de la
vista frontal que es la que se expondra al manejo del usuario,
dicho de otro modo es la zona donde el usuario podrd identificar
los comandos de activacion de los distintos elementos del
sistema. Entonces, en la zona frontal debe definirse una forma
que indique al usuario que debe prestar atencién a los
pulsadores, dirigiéndola esta a dicha accion, para lograr esto se



propone una inclinacidn leve en el plano posterior de la forma a
fin de enmarcar y dirigir la mirada del usuario hacia esa zona.
Esta zona, tal como se menciond, que contendra los pulsadores
de activacion de los filtros posee tres sefiales que indicaran al
usuario el estado del desplazamiento de los filtros. Por un lado se
encuentra la sefial escrita, que indica al usuario mediante el uso
de texto a qué filtro corresponde cada pulsador, por otra parte

se encuentra la sefial tactil, que permite al usuario percatarse de
que ha sido activado el comando que permitird cambiar los
filtros, y finalmente la sefial luminica, que permite al usuario
identificar cuando el filtro se encuentra en su posicién indicando
de este modo que el equipo se encuentra preparado para
realizar la captura.
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Fig 45: Definicion de formas. Fuente: elaboracion propia




La forma de los pulsadores fue realizada a partir de un
rectangulo en el que dos de sus aristas fueron desplazadas en un
angulo de 135°, dangulo correpondiente a los corte de los vértices
que definieron la vista superior, para definir la forma de la seial
luminica se procedié a proyectar una de las aristas del botdn, la
sefial luminica, por tanto, vendria del rectangulo formado por
esta proyeccidn. Para disponer la sefial escrita (texto que define
cada tipo de filtro) se procedio a trazar una linea que contuviera
la sefial luminica con el pulsador para asi integrar dentro de esta
el texto correspondiente.

Para definir las zonas laterales es necesario adaptar la forma de
la toma de aire para adecuarla a la forma del sistema, para ello
las rejillas de entrada de aire se inclinaran en un angulo de 135°y
la cara superior del rectangulo que la define se inclinard
siguiendo el dngulo de las caras laterales definidas por la forma
gue guia la visualizacion de los pulsadores.
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Fig 46:Entrada de aire, integracion al disefio. Fuente: elaboracion propia

Una vez definidas las zonas y partes del sistema es posible
apreciar las instancias de uso acorde a las formas dadas por
requerimientos tanto técnicos como de uso del sistema por parte
del usuario tal como se aprecia en la siguiente imagen.
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Fig 47: Instancias de uso. Fuente: elaboracion propia




3.3 Propuesta de Disefio.

Se propone un equipo de documentacion de proteinas de forma
rectangular con sus vértices biselados e inclinacion en la zona
superior del mismo, de color negro con acabado brillante a fin de
hacer facil el reconocimiento de suciedad para mantener la
higiene del equipo; se incluyen detalles de color verde a fin de
demarcar zonas de relevancia; también se incluye una bandeja
de entrada de membrana, activada via pulsador y un sistema de
cambio de filtros que considera texto para su reconocimiento,
botones para su activacion e iluminacidn que indica el estado del
cambio de filtros en el equipo.

A fin de hacer mas simple la tarea de revisidn y/o servicio técnico
del equipo se incluyen tres accesos correspondientes a las zonas
principales del mismo, sean estas la zona superior que contiene
el sistema de activacion de filtros, la zona media-posterior que
contiene el sistema de cambio de filtros y camara , y finalmente
la zona inferior que contiene la bandeja de entrada de
membrana.

Fig 48: Propuesta formal. Fuente: elaboracion propia

Fig 49: Vista detalles. Fuente: elaboracion propia



Fig 50: Propuesta de Disefio — Sistema de documentacion de proteinas en tres canales. Fuente: elaboracion propia



Fig 51: Propuesta de Disefio — Sistema de documentacion de proteinas en tres canales, zonas de ingreso para servicio técnico. Fuente: elaboracion propia.



3.4 Fabricacion.

Ya que se piensa el uso de este equipo en laboratorios de
investigaciéon en Chile, se requiere que el mismo sea de bajo
costo monetario a fin de hacerlo accesible para la mayoria de los
laboratorios de investigacién de caracter publicos o privados,
considerando el proceso de fabricacion de menor costo
econdmico. Para ello se optd por la fabricacién en lamina de
PMMA (Polimetilmetacrilato) de 5mm de espesor, lamina que es

dimensionada con una maquina de corte laser CNC (Control
Numérico Computarizado), posteriormente biselada con una
fresa cénica de 22,5° para lograr la construccién de los angulos
correspondientes a la forma del equipo, y que finalmente es
unida mediante un solvente que permite la unién entre las caras
biseladas del material (tricloruro de metilo).

(Para detalles de forma y dimensiones ver Anexo 3).
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Fig 52: Método de fabricacion. Fuente: elaboracion propia.




3.5 Costos. que con el paso del tiempo y la investigacién por parte del

A continuacion se detallan los costos de fabricacidon del equipo, equipo multidisciplinar se definan componentes o métodos mas
se presenta un costo de fabricaciéon preliminar ya que estos econémicos que cumplan de igual o mejor forma las funciones
pueden sufrir variacion respecto al tiempo debido a que este del equipo.

proyecto aun se encuentra en desarrollo por lo que es posible

iTEM DIMENSIONES CANTIDAD COSTO UNITARIO COSTO TOTAL
Cédmara CCD -- 1 unid. $400.000 $400.000
Filtro Optico 25 mm 3 unid. $34.638 $103.914
Ladmpara UV-B 300 nm. - 1 unid. S 49.698 S 49.698
Ballast con base G-23-9W - 1 unid. S 1.638 $ 1.638
LED r-g-b 2mm 4 unid. S 80 S 320
Motor paso a paso - 1 unid. S 7.021 S 7.021
Servomotor -- 1 unid. $14.119 S 14.119
Microcontrolador - 1 unid. $21.900 $ 21.900
Conector chasis tipo 8 - 1 unid. S 200 S 200
Interruptor chasis - 1 unid. S 650 S 650
Pulsador -- 5 unid. S 190 S 950
Placa circuito (PCB) 100x100 mm 1 unid. S 800 S 800
Goma 200x200 mm 1 unid. S 300 $ 300
Plancha PMMA 1400x900 mm 1 unid. $44.430 S 44.430
Servicio de corte laser -- 2 hrs. $10.000 S 20.000
Servicio de ensamblado - 48 hrs. S 600 $ 25.000
Perno parker con tuerca 1’ 13 unid. S 90 S 1.170
Fig 53: Tabla de costos de Fabricacion y componentes . Fuente: elaboracion propia. $ 962.110




CONCLUSION

Gracias al apoyo brindado los cientificos pudieron realizar
ensayos cientificos que les permitieron validar la nueva técnica
de identificacién de proteinas propuesto. El sistema disefiado
permite al usuario documentar mas de una proteina por
membrana, por lo que los tiempos de trabajo de los cientificos
se verian disminuidos considerablemente, esto tomando en
cuenta que para la identificacidn de tres proteinas con el método
propuesto tardaria un dia en realizarse la identificacion, a
diferencia del método tradicional que requiere de un dia por
proteina identificada. El sistema documentador fue disefiado
considerando el minimo espacio posible a utilizar a fin que se de
la posibilidad de incluir el equipo dentro del espacio de trabajo
del cientifico (dentro del laboratorio, no saliendo de él para
realizar esta etapa del Western Blot). Finalmente se declara que
los plazos para la realizacién de este proyecto aun no caducan
por lo que lo presentado en el presente informe corresponde al
desarrollo hasta la fecha, es decir, tanto el proyecto como el
disefio del sistema documentador estd sujeto a cambios que
permitirian optimizar recursos, realizar posibles mejoras, etc.
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Q-Do

IMAGER

DOCUMENTADOR
DE PROTEINAS EN
TRES CANALES

El presente escrito contiene la memoria del proyecto realizado para optar a

titulo de Disefiador Industrial de la Universidad de Chile. El proyecto en si consta

del disefio de un sistema que permite al cientifico documentar proteinas en tres
canales de emisién a partir sélo de una membrana.

El proyecto desde la vision macro es resuelto por un equipo multidisciplinar

formado por estudiantes de Bioquimica, Biotecnologia y Disefio Industrial,

dirigidos estos por un profesional de la ciencia para su tesis doctoral; teniendo

cada uno de los integrantes una misién especifica, lo que se describe como

vision micro del proyecto (proyectos individuales), esto con el fin de hacer de las

investigaciones y desarrollos realizados un producto que se acomode a las

necesidades de los cientificos que trabajan dia a dia con proteinas, poniendo a

su disposicién un sistema que permite optimizar su trabajo en términos de
tiempo, insumos a utilizar y calidad de resultados.




Anexo 1:
Extracto de IBM
«Sobre la técnica Western Blot, visitas a laboratorios, documentacion in situ y estado del arte»



Con la finalidad de poder dar solucién a las situaciones
problematicas identificadas en esta etapa es necesario tener
claridad sobre los pasos que realiza el cientifico al llevar a cabo la
documentacién proteinas, a continuacidn se describen los pasos
del proceso de documentacién por método tradicional. La etapa
de documentacidn de proteinas consiste en disponer una
membrana obtenida a partir de la electrotransferencia en un
cassette, el cual cumple la funcion de de mantener en oscuridad



la zona en donde se transferird la imagen desde la membrana a
una placa autoradiografica. Para documentar, primero debe
disponerse la membrana entre dos micas, posteriormente se
dispone una placa autoradiografica y se procede a cerrar el
cassette. La fluorescencia emitida por las proteinas que contiene
la membrana es captada por la placa autoradiografica y marcada
en ella, el tiempo que se debe exponer la membrana a la placa
autoradiografica varia segun la cantidad y el tamafio de la
proteina que se identificara. Una vez realizado lo anterior en un
cuarto oscuro, se procede al revelado de la placa, se sumerge
dicha placa en una solucién reveladora, la que se encarga de
eliminar todo lo que no corresponde a la imagen que se desea
captar, luego se sumerge en agua para retirar restos de suciedad
de la placa para finalmente ser sumergida en un fijador a fin de
mantener la imagen, posteriormente se deja secar. Para finalizar
se procede digitalizar la imagen de la placa, utilizando para ello
un scanner, el cual se programa para obtener imagenes con una
resolucién de 600 dpi.
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Fig. 3: Imagen obtenida a través de la documentacion explicada.
Fuente: www.jneuroinflammation.com/content/3/1/1/figure/F2?highres=y

El tiempo estimado para la realizacion de esta etapa como
minimo es de 20 a 30 minutos, correspondientes a la obtencion
de la imagen (siendo hasta una hora el tiempo maximo de
espera, dependiendo de el tiempo de exposicion de la
membrana a la placa radiografica), a eso se suma el tiempo de
digitalizacion de la imagen, siendo este entre 5 a 10 minutos.

La importancia de documentar el resultado de la identificacion
de proteinas se basa principalmente en:

Investigar : Cada laboratorio cuenta con una bitdcora para dejar
registro de lo que se ha avanzado de la investigacién, de esta
bitdcora se recopila la informacién relevante del desarrollo de la
investigacion tales como registro escrito de los resultados e
imagenes de los resultados obtenidos.

Semicuantificar : la imagen obtenida se utiliza para
semicuantificar la abundancia de la proteina estudiada través de
un software de densitrometria, el que permite identificar la
cantidad aproximada de proteinas segun la densidad de la
mancha obtenida ene la imagen.

Evidenciar : En cuanto a desarrollo cientifico es posible sefialar
que cualquier investigacion o desarrollo realizado por el o los
cientificos debe no estar publicado con anterioridad y mostrar
como evidencia de los resultados de la investigacidon a fin de que
se decida si es factible patentar lo investigado. la mayoria posee
un fin econémico por el asunto monetario derivado de una
patente.

Publicar : para generar un texto de caracter cientifico basado en
la informacion recopilada en la investigacién, como lo son los
papers, los cuales son publicados, dando asi la posibilidad de
generar conocimiento para el que lo necesite, este fin se
enmarca en pro del conocimiento.



Para que el cientifico pueda documentar geles de forma dptimay
se puedan cumplir a cabalidad las finalidades de |la
documentacién de proteinas es necesario poner énfasis en los
siguientes puntos conflictivos:

- Tiempo.

En cuanto a tiempo se refiere, se deben disminuir el tiempo que
requiere esta etapa, sea en el traslado del gel a otra habitacion
para la documentacion, la identificacion de mas de una proteina
por gel para evitar la repetitividad de la tarea, el tiempo utilizado
por el scanner al digitalizar la imagen, etc.

- Calidad de la imagen

En cuanto a calidad de imagen se refiere, esta debe ser lo mas
precisa posible, es decir, la resolucidon de la imagen debe ser tal
que permita al software de desitometria semicuantificar
correctamente la imagen obtenida, debe permitir la impresion
de la imagen sin problemas, asi como también la resolucién debe
ser tal que permita al ojo humano identificar de forma dptima las
bandas de la membrana.

- Comodidad al realizar la documentacién.

En cuanto a comodidad se refiere, ergondmicos, tanto fisicos
como perceptuales a la hora del disefio de generar una
propuesta de disefio, la solucién debe incorporarse al lugar de
trabajo del cientifico, es decir, dentro del mismo laboratorio, a
fin de evitar traslados innecesarios que podrian derivar en la
contaminacion del gel o una disconformidad en el usuario por
tener que salir de su puesto de trabajo a seguir con su labor.

- Espacio utilizado para la realizacion de la tarea.

En cuanto a espacio se refiere, se debe disminuir al maximo
posible la zona necesaria para documentar el gel, a fin de
integrarlo en la zona de trabajo del cientifico, no generando un
estorbo dentro del laboratorio.

- Costo monetario del equipo de documentacién e insumos.

Cada vez que se necesita documentar proteinas se utilizan
insumos especificos, los cuales se agotan con el tiempo teniendo
que adquirir mas, se necesita de un sistema que evite la compra
de insumos, por otro lado se encuentra el costo monetario total,
el cual debe enmarcarse dentro de lo que un laboratorio de
investigacion pueda solventar, es decir, su costo debe ser menor
a los sistemas de documentacidn actuales.

Para observar in situ la etapa de documentacién se procedid a
visitar entidades donde se utiliza la identificacién de proteinas
dentro de la investigacion cientifica que en estos lugares se
llevan a cabo, para esto se escogieron tres entidades bajo un
criterio de seleccién que guarda directamente relacion con el
tipo de financiamiento que reciben a fin de poder identificar si
existe alguna diferencia en el método de documentacidn
utilizado acorde al presupuesto que poseen u observar si existen
métodos alternativos para realizar esta etapa segun los recursos
con los que se disponen.

Entidad educacional de caracter Estatal.

Laboratorio de biologia molecular, Universidad de Chile, Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Se encuentra ubicado en
la calle Sergio Livingstone Pohlhammer n°1007. La mision de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile es la generacidn, cultivo, integracién y transmision de la
ensefianza de la quimica por si misma y en estrecha vinculaciéon
con las Ciencias Farmacéuticas, la Bioquimica y las Ciencias
Alimentarias.

Fundamentalmente educar profesionales idéneos con una sdlida
formacidn cientifica, ética y con capacidad de gestidon en las
areas de las Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas, Quimicas y de
los Alimentos.

Esta misidn se materializa al proporcionar al pais profesionales
altamente calificados e involucrados directamente con el drea de



la salud (Quimica y Farmacia y Bioquimica) y con el desarrollo
industrial y tecnolégico quimico (Quimica e Ingenieria en
Alimentos).

La formacidn recibida en la Facultad los habilita para ejercer su
profesion en el ambito laboral contribuyendo al desarrollo y
progreso del pais. Estos profesionales ademds tienen Ia
preparacion necesaria para incorporarse a actividades de
perfeccionamiento continuo y a programas de especializacion
y/o postgrado.

La Facultad ejerce esta mision con excelencia, sentido de
compromiso, de modo reflexivo y critico a través de sus
funciones fundamentales de docencia, investigacidon y extension.
Esta mision se logra a través del trabajo de sus académicos en la
docencia de pregrado, postitulo y postgrado, la investigacion
basica y aplicada en las dreas que cultiva la Facultad, la extension
y la permanente preocupacion por los problemas de interés de la
comunidad nacional

4 - Sant,
g Marmoles 08 D'-lmom w
a la Paz
% g
D 8
g 5
% w Motobao
. 3
co\on - Nva Colén 3
uela Basica g a
nmerh 3 %
B = H 5%
5 o= Facultad de W ‘2:9
Inmaobiliana ~ 3 . ' |
‘_3,7 %. IVIclre;:r-.r':!rj-"u"l.: = " enc as G‘.UHT"IC&S Ps GUI%UICO %
g 2 y Farmacéuticas | 3%
5 Clinica H 9
Qdontologica
Oliveg Facultad de
m Escuela Basica =5 Odontologia .
[+ g, Comercial D-18/ = Universidad -
o 2 Escuelas B hed de Chile — J




En este primer caso, el de la universidad estatal, es posible
mencionar, a partir de la visita realizada al Laboratorio de
biologia molecular, que si bien se tiene un orden légico de los
elementos que componen el laboratorio, este presenta
problemas en cuanto a la huella dejada por los equipos, es decir,
cada insumo, herramienta, equipo, etc. Utiliza parte de los
mesones de trabajo destinados para que el cientifico pueda
cumplir su labor, es en estas imagenes donde se evidencia

la “apilacion” de instrumentos que superan en superficie de
apoyo a la superficie de trabajo del cientifico, por otro lado se
encuentra el ambiente generado por estos equipos, otorgando
un tono grisdceo a la iluminacién total del espacio, dado lo
anterior también por la infraestructura en si, es decir al

mobiliario desgastado por el paso de los afios, el cual no
necesariamente representa limpieza. Finalmente se observa
como el cientifico debe salir de su lugar de trabajo

para trasladarse 5 pisos mas abajo (en este caso) para poder
realizar el proceso de documentacidn, donde se encuentra con
un meson, utensilios necesarios para llevar a cabo el revelado y
una zona humeda, que le permite realizar la limpieza de la
imagen, retirando de ella el exceso de pigmentacion.




Entidad educacional de caracter privado.

Laboratorio de Endocrinilogia y desarrollo Placentario.
Perteneciente ala facultad de medicina de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. Se encentra ubicada en Av.
Libertador Bernardo O’Higgins n°340. Este Laboratorio consta de
cientificos capacitados para el desarrollo de técnicas que
permitan identificar las causas de la preeclamsia en mujeres
embarazadas a partir del analisis de la placenta de mujeres en
estado post-parto

La institucion que lo sostiene consiste en una Universidad que
percibe dinero para su financiamiento desde el vaticano y de su
propio sostenimiento a base de investigaciones, inversiones, etc.
Su misién es formar profesionales de excelencia, respetuosos de
la dignidad

de las personas, y de una moral basada en los principios
cristianos, como servicio a Chile y a la Iglesia. Nuestro
compromiso es contribuir al progreso de las ciencias de la salud,
constituir un campo clinico modelo para entregar una atencion
centrada en el paciente y su familia, promover una cultura de

calidad y seguridad clinica, y favorecer el constante desarrollo de
las personas que trabajan en la Facultad.
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En este tercer caso, correspondiente al laboratorio de
investigacion aplicada perteneciente a la empresa Bioquimica.cl
S.A. no se observan espacios relativamente organizados debido a
gue se cuenta con dos laboratorios en donde los equipos son
dispuestos de forma ordenada, no se aprecia completamente el
exceso de utilizaciéon de superficies debido a que se posee una
bodega encargada de acopiar materiales e insumos que no se
utilizan comunmente, sin embargo es posible observar el tamaro
de los equipos en

relacion al mobiliario del laboratorio, el ambiente se torna un
poco mas claro que en los casos anteriores debido a la
distribucion del espacio respecto a las ventanas, lo que permite
la entrada de luz natural. apovando a la luz artificial dada por

cuenta con luces UV, las cuales se activan cuando el personal no
se encuentra en la zona de trabajo (fuera de horario de trabajo,
generalmente en la noche). Si bien se realiza la técnica de
Western Blot esta empresa no cuenta con un cuarto oscuro o
una sala de revelado, por lo que principalmente iban a realizar la
documentacién en un laboratorio externo, pero se opté por
adquirir una camara capaz de captar la fluorescencia, la cual
funciona en oscuridad captando las proteinas requeridas, en este
laboratorio actualmente se trabaja en el desarrollo de
fluoréforos a fin de hacer menos complicada la documentacién
de las proteinas




En este segundo caso, el de la universidad privada, es posible
mencionar, a partir de la visita realizada al Laboratorio de
Endocrinologia y desarrollo placentario, evidenciar que el orden
dado para los objetos del laboratorio, sean estos insumos,
equipamiento y herramientas se encuentran ordenadas en la
superficie de trabajo, mas sucede el mismo problema de huella
que ocurre en el caso anterior, la huella de los implementos
iguala o casi supera la superficie de trabajo del cientifico, por
otro lado es posible observar la iluminacion de

los espacios, que si bien se mantiene grisacea, esta mejora
gracias a la aplicacion focalizada de luz en los estantes,
otorgando al cientifico mejoras en cuanto a iluminacidn a fin de
no fatigar el musculo ocular, facilitando también el

reconocimiento de las zonas del mismo laboratorio. Si bien el
financiamiento de esta universidad es de caracter privada, y por
ende el dinero disponible para realizar una investigacion es
mayor, no se cuenta con un equipo que

permita obtener la imagen digital de la membrana transferida
directamente. Sino que se utiliza la misma técnica realizada por
el laboratorio anterior. A diferencia del anterior, el trayecto
recorrido para realizar la documentaciéon es menor, lo que no
significa que el salir del laboratorio con un trayecto mds corto
implica que no necesariamente el cientifico se encuentre
satisfecho por tener que caminar menos que otro para conseguir
el mismo objetivo




Entidad de caracter Privado.

Laboratorio de investigacion aplicada perteneciente a la empresa
Bioquimica.cl S.A., la cual se ubica en la Calle Bustos n° 2365,
comuna de Providencia. Biquiquimica es una empresa
perteneciente al rubro de la investigacion cientifica, la cual se
dedica al desarrollo de investigaciones y productos de caracter
biotecnolégico. La mision de Bioquimica.cl es «Proveer al sector
cientifico, especialmente al biotecnolégico, herramientas vy
servicios integrales que permitan optimizar sus funciones y
fomentar el desarrollo, la investigacion y la innovacién». Por otro
lado se encuentra la visidon de la empresa, la cual es «Ser una
empresa rentable y lider en el area cientifica a través de la
investigacion, desarrollo,

educacién e innovacion, que a través de sus productos y servicios
pueda alcanzar». Bioquimica.cl posee tres divisiones, las cuales
corresponden a las ramas en que se desarrolla como empresa.
Entre ellas se encuentran: Bioquimica Educacidn, Bioquimica 1+D
y Neon Creative Labware. Biquimica educacién es la divisidn
encargada de dar soluciones integrales para la ensefianza de la
ciencia a nivel escolar y universitario. Por otro lado Bioquimica
I+D es la division encargada de la Investigacidn y desarrollo de

productos biotecnoldgicos para las principales industrias de la
region. Finalmente se encuentra Neon Creative Labware, que es
la divisiébn encargada del desarrollo de equipamiento de
laboratorio innovador. Esta division cuenta con un equipo
multidisciplinario compuesto por Cientificos, Disefadores
Industriales, Ingenieros, entre otros.
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En los tres casos observados anteriormente se évidencid la
utilizacion del método tradicional de documentacion,
presentando en la realizacién del método variaciones en marca
de herramientas e insumos.

A continuacién se muestra el modo operatorio, es decir, el paso a
paso de la documentacién de geles tal como se produce en los
contextos visitados, el cual se realiza mediante la exposicién de
un film autoradiografico. Las imdagenes fueron tomadas en
primera persona para evidenciar fielmente que es lo que el
cientifico vive al moento de realizar esta etapa del Western Blot.
Las imagenes fueron captadas con luz ambiental a fin de poder
mostrar el paso a paso, pero el proceso en si se realiza en un
cuarto oscuro debido a que la placa autoradiografica no puede
ser expuesta a la luz ya que se produce su velado.

Primero Se utiliza un Cassette de revelado, el cual cumple la
funcién de proporcionar oscuridad al mometo de exponer la
membrana a la placa autoraoigrafica. Se procede a abrir el
cassette mediante los broches que posee en la zona frontal, en
su interior se introducen dos micas, encargadas de funcionar
como protector de la membrana para cuando sea expuesta al
film. Se deposita la membrana previamente lubricada con un
liquido que permite la fluorescencia de las bandas identificadas.




Luego de posar la membrana que posee la transferencia de las
proteinas identificadas se procede a poner una mica encima de
ella, se dispone la placa autoradiografica sobre la membrana
previamente protegida y se procede a cerrar el cassette con la
finalidad de que la fluorescencia de las proteinas dejen su huella
en el film. Este proceso puede tardar como minimo entre 10 a 20
minutos y como maximo una hora, dependiendo del tamafio de
la banda a docunetar, el tipo de gel y la imagen a la que se desee
llegar Una vez transcurrido el tiempo necesario para que la
imagen sea traspasada al film se procede a retirarlo del cassette
para sumergirlo en una solucion reveladora, la cual se encarga de
retirar las zonas pigmentadas que no fueron transferidas al film,
luego de eso se sumerge en una batea de agua con el fin de

retirar impurezas o cualquier otro pigmento que cause ruido en
la imagen. Para finalizar, el film con la imagen en él se unta en
liquido fijador a fin de mantener la imagen sin que esta se borre.
Luego de eso se deja secar a temperatura ambiental para que el
exceso de fijador se evapore dejando como resultado un film con
las bandas de proteinas impresas en él. Para concluir el proceso
se procede a digitalizar la imagen obtenida en un scanner
tradicional conectado a un computador.




Estado del Arte: Sistemas de documentacion de proteinas

Si bien se hablé de un contexto en donde la documentacién se
realiza de forma manual a través del revelado de una placa, esa
no es la técnica utilizada en el contexto global, ya que se han
disefiado equipos que permiten obtener la imagen de forma
digital, utilizando menos espacio y requiriendo de menor
esfuerzo para lograr el objetivo de la documentacion, mas estos
no se han masificado en Chile debido al alto costo monetario que
implica su adquisicién, por lo que se procedera a exponer las
caracteristicas de los documentadores actuales a fin de
establecer parametros dentro de los que el disefio de un sistema
de documentacién debe enmarcarse en la actualidad.

Los equipos mosrados a continuaciin sélo funcionan en base a
guimioluminiscencia (Flourescencia dada por una reaccion
guimica, la que agota su luminiscencia con el paso del periodos
cortos de tiempo)

Gel Logic 2200 PRO

El Gel Légica 2200 PRO ofrece una solucion enfriada 2,2
megapixeles cdmara CCD grado 0 con motor de 12,5 mm a 75
mm de la lente zoom 6x, verdadero 16-bit captura de datos,
controles virtuales de iluminacién, un despliegue trans-
iluminador, y la mesa de nuevo disefio, luz blanca. El sistema es
un sistema completamente automatizado que ofrece facilidad de
uso, la sofisticacion, la sensibilidad y el rendimiento para la
comunidad de investigacion basica.

Este documentador integra un transiluminador UV y una luz
blanca LED de iluminacion y trans-epi iluminacion de luz blanca
es capaz de fotografiar una variedad de muestras fluorescentes y
colorimétricas. El gabinete proporciona un entorno de prueba de
luz para imagenes quimioluminiscente, cuenta con una
estructura de navegacion cuenta con flujos de trabajo
impulsados por paletas de herramientas para una mayor

facilidad de uso, tiene una amplia zona de trabajo de la muestra
y de la puerta permite un facil acceso. Captura de imagenes
individuales de 16-bit con acumulaciones de archivos de n bits
que proporcionan una excelente linealidad (rango dinamico de>
4 o6rdenes de magnitud) que permite la visualizacion vy
cuantificacidn precisa de bandas débiles.

2200 PRO

Gel Loéic




Molecular Imager®.

Molecular Imager es un sistema de documentacion rapido y facil
de usar que incluye un sistema de imagen de geles de alta
resolucidn. Incluye cuarto oscuro, cdmara, iluminacién UV vy luz
blanca, filtro ambar y escudo de proteccidon UV. Funcioa a través
de un software de analisis.

Caracteristicas generales:

-lmagen de alta resolucion.

-Lente de zoom motorizado

-Rango de deteccion de 3 6rdenes de magnitud.

FluorChem Q System.

El multiplex fluorescentes capacidades de imagen de deteccion
guimioluminiscente y de la Q FluorChem proporcionar una
solucién completa para la formacion de imagenes cuantitativas
de Western blot y andlisis. La plataforma abierta es compatible
con una amplia gama de colorantes y kits, que proporciona la
flexibilidad necesaria para multiples aplicaciones.

El Q FluorChem permite la deteccidén cuantitativa de proteinas
multiples en un solo ensayo, eliminando la necesidad de despojar
y blots sonda re-. Los valores de intensidad se normalizaron




facilmente a un control de carga para corregir las inexactitudes.
Imagen compuesta de una de tres colores fluorescentes Western
blot, antigeno carcino embrionario (CEA), la transferrina y la IgG
se detectaron con anticuerpos marcados fluorescentemente, y
fotografiado en tres canales fluorescentes espectralmente
Unicas. Tiempo de imagenes: 24 segundos.

Caracteristicas principales:

-Seis posiciones rueda de filtros UV proporciona versatilidad de
imagen y fluorescentes

-Tres canales de excitacion con longitudes de onda especificas
para la formacion de imagenes fluorescente multiplex Western
blot

-Potente lente fijo para velocidades rapidas de imagenes
-AlphaView ® Q software ahorra protocolos de imagen vy
proporciona herramientas de analisis cuantitativo, necesita de un
computador para traspasar la imagen obtenida

BioSpectrum Imaging System.

El Sistema BioSpectrum Imaging proporciona deteccién
extremadamente rapida y sensible de proteinas obtenidas a
través de Western Blot. El BioSpectrum utiliza una cadmara de
enfriado, una cdmara CCD y dOptica apta para lograr deteccién de
gran sensibilidad. El sistema combinado con anticuerpos y
sustratos tales como anticuerpos de Rockland Immunochemicals
y sustrato HRP FemtoMax permite la deteccién de cantidades de
proteinas diana con una excelente sensibilidad y especificidad. El
software VisionWorks permite a los usuarios realizar el analisis
de la densidad de area y calcular el nivel de sefial de cada
muestra. Ademas de la documentacion de geles provenientes de
Western Blot, la BioSpectrum estad disefiada como un sistema
multi-funcional para multiples aplicaciones, como transferencias
Northern y Southern, imagenes fluorescentes y colorimétricos.

Alliance 4.7

Caracteristicas:

Camaray Optica

-4,2 megapixeles. -El rendimiento de 16-bit (65 384 niveles de
gris) -Rango dinamico: 4,8 OD -Extreme resolucion

-Camara Cientifica grado con velocidad variable obturador
electrénico -1,1 pulgadas sensor -Lente fijo extremadamente
brillante -Refrigeracion menos 65 ° C durante el menor ruido
Alianza software 1D "Un toque" imagen totalmente
automatizada programa de adquisicion Mejora de la imagen,
anotacién e ilustracion. 3 modulos de andlisis de imdagenes: Peso
Molecular 1D (MW, volumen, intensidad) recuento de colonias



Calculo de la distancia (RF, IEF, ...)

Zona oscura: Acero y acero inoxidable cuarto oscuro pintado en
epoxi para una resistencia quimica

Imagenes cuerpo Negro grado Multi-posiciones rueda de filtros
8-watt construir-en el despliegue transiluminador UV
Temporizador e interruptor de seguridad 12 longitudes de onda
de iluminacidn Opciones Biofluorescence y multiplexacion listo -
opcional Epi-Bright Multiwavelength epi-iluminacion.

Alvuasce 4.7
by UYitec Cambredge

Si bien estos son algunos ejemplos de documentadores a
continuacidn se presenta una tabla comparativa detallada con las
especificaciones de los documentadores de mayor relevancia en
el comercio internacional, dicha tabla indicara los pardametros en
los que se debiese enmarcar el desarrollo y posterior disefio de
un sistema que permita documentar geles de proteinas. Las
caracteristicas en donde se puede mejorar son:

.- Remplazo del UV por una fuente de emisién de luz que permita
la excitacién de

los fluoréforos sin causar posibles dafios al usuario.

.- El no uso del computador, no se debe requerir de un equipo
para recibir las imagenes, debe estar integrado al disefio.

.- Debe permitir el uso de dos o mas canales de deteccidn.

.- Debe utilizar filtros adaptables por el usuario.

.- Su costo de mercado debe ser menor que los ofrecidos por
documentadores actuales (haciendo referencia a los casos de
estudio).
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Fig. 4: Cuadro comparativo de Documentadores en el mercado. Fuente: Bioquimica.cl S.A.




Anexo 2:
Datos de muestra

«Prueba de pulsador bandeja de entrada».



Datos de muestra

«Prueba de pulsador bandeja de entrada».

n° NOMBRE PROFESION DEDO P. BOTON | OBSERVACION
1 Pamela Lopez Téc. en Biotecnologia indice Asocia presion a lector de CD
2 Gustavo Guzman Téc. en Biotecnologia Pulgar derecho | --
3 Ana Moran PhD. Quimica Pulgar Elige dos zonas, izquierda y derecha
4 Iris Loto Quimica Pulgar Asocia presion a lector de CD
5 Lilian Parra Bidloga Pulgar Asocia presién a lector de CD
6 Pablo Barra Bioquimico Pulgar Asocia presion a lector de CD / elije lado derecho
siendo zurdo
7 Cristina Acufia R. PhD. Quimica Pulgar Asocia presion a lector de CD




Anexo 3:
Q-Dot imager

«Planimetrias».



