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RESUMEN

En esta tesis se expone el disefio y construccidn de un sistema Gptico usando una impresora 3D

para la deteccion temprana de cancer de cuello uterino utilizando el método PAP.

El disefio del sistema Optico se basd en el mecanismo de un microscopio invertido, los cuales son de alto
costo. Sin embargo su disefio es sencillo. Su alto costo se debe a su poca utilizacion en los trabajos de
investigacion debido a que se recurre a un microscopio directo. Con la ayuda de las impresoras 3D es
posible disefiar y realizar diferentes tipos de piezas, aunque el material utilizado sea diferente al ideal para
realizar las piezas.

Estas impresoras han ido evolucionando tecnoldégicamente a tal punto de que pueden construir cualquier
pieza sélida y a la vez reducir los costos considerablemente. Se plantea la construccién de un sistema

Optico capaz de realizar la tarea de un microscopio invertido.

Se presenta fotografias tomadas con Smartphone, que se acoplaron al sistema 6ptico. Adicionalmente, se

compara las fotografias del sistema dptico construido y las fotografias de microscopios especializados.

Finalmente, esas fotografias son evaluadas por especialistas, los cuales determinaran la calidad de la

imagen para futuros analisis.



ABSTRACT

In this thesis, it’s exposed the design and construction of an optic system made by a 3D printer. The

goal with this optic system is the early detection of cervical cancer using PAP method.

The optical design was based on mechanism of an inverted microscope which is expensive; however its
design is very simple. Its high cost is due to the low use in research since a standard microscope are used
instead. With the 3D printers, it is possible to design and make any pieces, even though the material used

for printing is different.

These 3D printers have evolved technologically to the point that they can make any solid piece and the
costs have been reduced considerably. The construction of an optical system able to perform the task of

an inverted microscope is now possible.

Pictures had been taken by smartphone, which were working together with the system. In addition, pictures

took by the optical system built and pictures took by a specialized microscopes were compared.

Finally, those pictures were evaluated by specialized doctors, who determine the quality of the image for

future analysis.



PROLOGO

DISENO Y CONSTRUCCION DE UN SISTEMA OPTICO USANDO UNA IMPRESORA 3D
PARA LA DETECCION TEMPRANA DEL CANCER DE CUELLO UTERINO, es un trabajo de
investigacion con un propdsito definido: disefiar y construir paso a paso un sistema éptico, el cual tendria
los requerimientos minimos para tomar fotos y estas puedan ser evaluadas por doctores especializados en

el campo.

En el primer capitulo, se explica la actual problemética de la salud publica en el tema del cancer de cuello
uterino. A pesar que hay diferentes métodos para prevenir este cancer. Los altos costos de los equipos
hacen que las fotografias sean llevadas a la capital para los analisis correspondientes, lo cual genera un

tiempo de espera largo y la enfermedad esta evolucionando mientras el tiempo transcurre.

En el segundo capitulo, se estudia el funcionamiento del microscopio, la composicién de las lentes que
este equipo usa. Ademas, se explora el avance de las impresoras 3D en los Gltimos afios y en base a que
materiales se hace posible la construccion de los objetos. Por ultimo, se explica el funcionamiento del

software ReplicatorG para la construccion de las partes.

En el tercer capitulo, se expone el disefio del sistema 6ptico asi como el sistema de iluminacién. El tipo
de iluminacion utilizada es especial para iluminar las muestras y obtener las mejores fotografias. Se
muestran los resultados obtenidos usando el microscopio construido y los resultados de un microscopio

invertido estandar.

En el cuarto capitulo, Ambos resultados son comparados y se muestra la estadistica de precision de las
imagines tomadas.

Finalmente deseo expresar un especial agradecimiento a mi asesor Dr. German Comina, por su valiosa

contribucidn al desarrollo de esta tesis.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Generalidades

El cancer cervical es el tercer tipo de cancer mas frecuente en las mujeres de todo el mundo
y afecta a medio millon de mujeres por afio. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que 275.000 mujeres mueren cada afio, y el 80% a 85% de estas muertes ocurren en
paises de bajos recursos en Africay América del Sur. En el Per(, el cancer de cuello de Gtero
tiene la mas alta incidencia y la segundo mayor tasa de mortalidad entre las mujeres. Técnicas
de deteccion, tales como la prueba de Papanicolaou (Pap), la inspeccion visual con acido
acético (IVAA) y la prueba de ADN del VPH en mujeres adultas son pasos clave para
prevenir la pre-cancer de cuello uterino y el cancer. Actualmente, la prueba de Papanicolaou
y VIA (Visual Inspection with Acetic Acid) son parte de la politica nacional de salud en el
Pera [1].
La prueba de Papanicolaou es una técnica de la citologia convencional en el que algunas de
las células escamosas se raspan el cuello del utero y luego se analiza la muestra en el
laboratorio .Convencionalmente se utiliza principalmente en las zonas urbanas de Peru. Sin
embargo, hay algunos desafios relacionados con la difusion de la prueba de Papanicolaou en
todo el pais de Pert. Uno de los desafios es la falta de calidad y la normalizacién de las
lecturas de la prueba de Papanicolaou en todo el pais. También hay una escasez de personal
capacitado, como patdlogos que puedan leer las imagenes. Otro reto es el retraso en la lectura
y dar resultados de las pruebas de Papanicolaou, el cual es de alrededor de 3 a 9 meses en la
red de clinicas del Ministerio de Salud en el Per(. Por lo tanto, hay una pérdida de
seguimientos y tratamientos clinicos retardados de las mujeres. Por ultimo, otro gran reto es
la falta de infraestructura de laboratorios y la sostenibilidad en la configuracion remota de

los pobres [2].
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1.2. Problematica

En todo ese marco, los laboratorios de los hospitales del ministerio de salud deben contar
con microscopios de alta resolucion, buena iluminacion y un sistema de adquisicion de
imagenes digitales por medio de una camara. Tales microscopios tienen un valor
economico alto, que hace dificil la implementacion de estos microscopios comerciales
hacia los diferentes centros de Salud.

Aunque el avance cientifico en estos temas ha sido sustancial, la problematica es la
insuficiencia de realizar los andlisis en los centros de salud mas alejados de la capital,
asi como los anélisis de estos son de largos periodos y no se le puede dar un tratamiento

oportuno

1.2.1. Métodos para deteccion temprana del Cancer de Cuello
Uterino

Todas las mujeres deben comenzar las pruebas de deteccion del cancer de cuello
uterino a la edad de 21 afios. Las mujeres de 21 a 29 afios deben hacerse la prueba de

Papanicolaou cada 3 afios. Los métodos de deteccidn temprana son [3]:

1211, La prueba de Papanicolaou (Pap)

La prueba de Papanicolaou es la prueba de deteccidn principal para el cancer
de cuello uterino y los cambios precancerosos. Es un procedimiento que se usa
para la obtencién de células del cuello uterino con el fin de observarlas con un
microscopio y asi detectar si hay cancer y precancer. EI médico primero coloca
un espéculo dentro de la vagina. Este instrumento de metal o plastico mantiene la
vagina abierta, de manera que el cuello uterino pueda verse bien. Seguidamente
se obtiene, mediante raspado ligero, una muestra de células y mucosidad del
ectocérvix con una pequefia espatula [3]. Se inserta en la abertura del cuello
uterino un pequefio cepillo o una torunda de algodon para tomar una muestra del
endocérvix. Entonces, las muestras de células se preparan para que se puedan

examinar con un microscopio en el laboratorio. Esto se logra al:
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12.1.2.

* Esparcir la muestra directamente sobre laminillas de vidrio para microscopio
roseandole un preservante y posteriormente se envia al laboratorio. A esto se le

Ilama citologia convencional.

* Colocar la muestra de las células del cuello uterino en un liquido especial (en
lugar de colocarlas directamente en una laminilla). El recipiente que contiene las
células y el liguido se envia al laboratorio. Las células en el liquido se distribuyen
en las laminillas en el laboratorio. Esto se llama citologia en medio liquido, o
prueba de Papanicolaou en medio liquido La citologia en medio liquido no detecta
mas canceres 0 pre-canceres que la citologia convencional, aunque presenta
algunas ventajas. Estas incluyen una menor probabilidad de tener que repetir la
prueba de Papanicolaou, y la capacidad para usar la misma muestra para pruebas
de VPH (Virus del Papiloma Humano). Sin embargo, una desventaja de la
prueba en medio liquido consiste en gque tiene mas probabilidades de detectar
cambios celulares que no son de origen precanceroso pero gque necesitaran ser
examinados mas a fondo, lo que lleva a pruebas innecesarias. Este método es

también més costoso que la citologia convencional.

Aungue la prueba de Papanicolaou ha tenido mas éxito que ninguna otra prueba
de deteccion en la prevencion del cancer, no es perfecta. Una de las limitaciones
de la prueba de Papanicolaou consiste en que los resultados necesitan ser
examinados por seres humanos, por lo que no siempre es posible un analisis
preciso de cientos de miles de células en cada muestra. Ingenieros, cientificos y
médicos especializados estan trabajando en conjunto para mejorar esta prueba
[1-3].

Prueba de VPH (Virus del Papiloma Humano) ADN

El factor de riesgo méas importante del cancer de cuello uterino es la infeccion
con VPH. Los doctores ahora cuentan con una prueba para detectar los tipos de
VPH (tipos de alto riesgo o carcinogénicos) que tienen una mayor probabilidad
de causar el cancer de cuello uterino. En esta prueba, se buscan particulas del
ADN de estos tipos de VPH en las células del cuello uterino. La manera en gque
se realiza la prueba es similar a la de Papanicolaou, en cuento a como se obtiene
la muestra, y algunas veces hasta se pueden hacer ambas pruebas de la misma

muestra. La prueba de VPH ADN se usa con mas frecuencia en dos situaciones

[3]:
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» La prueba genética del VPH se puede usar en combinaciéon con la prueba de
Papanicolaou para detectar el cancer de cuello uterino. La Sociedad Americana
Contra El Cancer no recomienda el uso de la prueba VPH ADN para detectar el
cancer de cuello uterino en mujeres menores de 30 afios. Esto se debe a que las
mujeres de 20 a 29 afios que estan sexualmente activas tienen una gran
probabilidad (en comparacion con mujeres de mayor edad) de contraer
infecciones por VPH que desaparecerdn por si solas. Para estas mujeres mas
jovenes, los resultados de esta prueba no son tan importantes y pueden causar mas

confusion.

* La prueba de VPH ADN también se puede usar en las mujeres que obtuvieron
resultados ligeramente anormales en la prueba de Papanicolaou con el fin de

determinar si es necesario que se hagan mas pruebas o recibir tratamiento [1-3].

1.2.2. Deteccion Optica

Dentro del cuello uterino se encuentra diferentes tipos de células. Las cuales se
categorizan por la profundidad en la que se hallan dentro del utero (Figura 1).Se las
clasifican en cuatro grupos: Células Superficiales, células intermedias, células

parabasales y células basales [4].

—.- Células superficiales
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Figura 1: Células del Cuello Uterino
(Fuente: Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)

Dentro de la clasificacion es muy comun subdividir los grupos aln mas, esto es debido
a que la clasificacion se determina por la forma de las células y su color. Como en la
categoria de células intermedias se presentan una gran variedad de tamafio por lo general
al grupo se dividio en dos subgrupos: células intermedias grandes y células intermedias

pequefas. (Figura 2).
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Figura 2: Células del Cuello Uterino
(Fuente: Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)

En esta clasificacion se tiene los siguientes nombres: Células Superficiales, Células
Intermedias Grandes, Células Intermedias pequefias, Células Parabasales Grandes,
Células parabasales y basales pequefias.

Las caracteristicas principales de este tipo de células son:

12.2.1. Células superficiales:

* Las células superficiales son células que se observan en los extendidos para
PAP. Estas células tienen nlcleo picnético, y citoplasma amplio y eosindfilo,
que puede contener cantidades variables de glicogeno (Figura 3).

* Se originan de la capa superficial del epitelio escamoso no queratinizado. Las
células son grandes (40-60 micras), poligonales, de bordes citoplasmaticos bien
definidos e irregulares

* El criterio decisivo para la identificacion de la célula superficial es la picnosis
nuclear (nucleo bien oscuro) [4].

Figura 3: Células Superficiales
(Fuente:Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)
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1.2.2.2. Células Intermedias:
* Las células intermedias contienen moderada cantidad de citoplasma, levemente
aplanado y nicleo oval con cromatina finamente dispersa (Figura 4).
* Se originan en el estrato medio del epitelio. Representa la célula mas constante
y numerosa en los frotis cervicales.
* Son células también grandes (30-50 micras) aunque algo menos que las
superficiales, con citoplasma transparente, poligonal y de bordes plegados.
* Los nucleos son redondos u ovales, mayores que los de las células superficiales
(9-11 micras), de apariencia vesicular y cromatina fina

* Nucleos més claros que los de las superficiales.

Figura 4: Células Intermedias
(Fuente:Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)
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1.2.2.3. Células Basales:

* Las células basales no aparecen en los frotis a menos que exista una hiperplasia de
las mismas. Son las células méas pequefias del epitelio vaginal (14-20 micras). El
citoplasma es escaso e intensamente cian6filo con bordes lisos y definidos. El nicleo
es central, redondo, relativamente grande e hipercromatico (Figura 5).

* Las células basales forman una sola capa de células, de nacleo oval e
hipercromatico, rodeado por escaso citoplasma. Relacion nicleo/citoplasmatica
elevada. No pueden observarse estas células por la profundidad a la que se

encuentran, no se descaman en los extendidos [4].

Figura 5: Células Basales
(Fuente:Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)
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1.2.2.4. Células Parabasales:

* Las células parabasales se ubican sobre la capa de células basales. Nucleo redondo
u ovalado, mas grande que el de las células basales (Figura 6); citoplasma
marcadamente cianéfilo. Tampoco pueden observarse en extendidos de mucosa,
dada su profundidad en el epitelio.

* La descamacion de células parabasales originadas en el estrato profundo es
infrecuente en la mujer normal y aparecen fisiologicamente en los estados atréficos
de la infancia y menopausia.

* Las células son pequefias (15-30 micras), poliédricas o elipticas, con citoplasmas
cianofilos y bordes celulares muy bien definidos. Los ndcleos son redondos u ovales,
entre 8-12 micras y con una cromatina reconocible y uniformemente distribuida [4].

Figura 6: Células Parabasales
(Fuente: Manual para la Interpretacion de Citologia Cervico-Uterina)

Dentro del grupo de muestras que se tomd, también aparecen otro grupo de células.
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1.2.3.5. Células Endocervicales:

* En los extendidos, las células del epitelio cilindrico endocervical pueden disponerse
sueltas o formando hileras, empalizadas, grupos acinares o conglomerados (Figura 7).
La morfologia depende de la perspectiva desde la que se las observe.

* Como consecuencia de su marcada fragilidad citoplasmatica, las células
endocervicales aparecen frecuentemente como nucleos desnudos. Habitualmente
expresan una morfologia columnar o alargada Si se observan desde arriba, muestra
una forma poligonal o cubica, adoptando cuando se agrupan una caracteristica

disposicion en "panal de abeja" [4].

Figura 7: Células Endocervicales
(Fuente:Manual para la Interpretacién de Citologia Cervico-Uterina)
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1.2.3.6. Células Endometriales:

¢ Células endometriales: Son de forma cubica, de coloracién cianéfila y con poca
cantidad de citoplasma (Figura 8). Los nucleos son redondos u ovalados, con la

cromatina uniforme. Sus nucleos tienden a adherirse y/o superponerse [4].

Figura 8: Células Endocervicales
(Fuente: Manual para la Interpretacién de Citologia Cervico-Uterina)
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1.2.4.

1.2.5.

Limitaciones

Las limitaciones de la deteccion temprana son diversas. Una de las limitaciones
son los equipos necesarios para el analisis. Estos equipos como los microscopios,
las lentes y el mantenimiento hacen que sélo se pueden presupuestar cierta cantidad

de microscopios, los cuales no cubren la demanda de analisis de los pacientes [5,6].

Otra limitacion son los especialistas. En la situacion del Pert, muchos médicos
optan por trabajar en la capital (Lima). Por tal motivo hay escasez de personal
médico en los hospitales rurales. Otro tema a considerar son los métodos de
deteccion temprana. Estos tardan cierto tiempo en realizarse y no son muy precisos.
Por lo cual el médico le pide al paciente hacer otros exdmenes o analisis. Todo lo
anterior hace que el tiempo de diagndéstico aumente, lo cual incrementa el riesgo

del paciente para hacerse un tratamiento oportuno.

Posible Solucidon del Problema

En los dltimos afios, muchos centros de investigacion han tratado de suplir los
analisis de los hospitales en sus laboratorios. Un ejemplo es la “Universidad
Cayetano Heredia” que presta servicios de Telemedicina utilizando el servicio de
internet y servidores para almacenar imagenes las cuales posteriormente son
analizadas por expertos calificados. Sin embargo, ain no se suple el déficit de
microscopios en los centros de atencion pablica. Una solucidn a esta necesidad, es
disefiar y crear microscopios econémicos usando las impresoras 3D. Los
microscopios tradicionales o de uso comercial usualmente estdn destinados a
investigaciones muy especializadas con lo cual se da prioridad a otros casos. Esta
solucién permitira abastecer a los hospitales de microscopios capaces de tomar

fotos usando sus celulares y enviar las fotos a los servidores especializados [6-8].
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1.3. Objetivo General

Disefiar y construir un microscopio invertido mediante una impresora 3D con el cual
se pueda realizar la toma de fotografias mediante la camara de los celulares y las fotos

sean Optimas para el analisis de los expertos.

1.3.1. Obijetivos Especificos
e Investigar las posibilidades de las impresoras 3D en sus diversas aplicaciones en las
investigaciones cientificas.

¢ La reduccidn de costos en los analisis de cancer de cuello uterino y la masificacién

de su uso.

o Caracterizar el sistema Gptico en cuanto a la iluminacion y las fotografias tomadas.
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CAPITULO 11
FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Optica Geométrica

En la mayoria de los microscopios, es usual encontrar un soporte para la muestra y dos

lentes (ocular y objetivo). Una lente genera imagenes con amplificacion.

2.1.1.  Lentes Convergentes:
Son aquellas cuyo espesor va disminuyendo del centro hacia los bordes (Figura 9). En
este tipo de lentes, todo rayo que pase paralelamente al eje principal, al refractarse se
junta en el foco de la lente. Las lentes convergentes forman iméagenes reales (lado

opuesto de la lente) de los objetos [9].
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Figura 9: Lente Convexo
(Fuente: Fisica para Ciencias e Ingenierias /Raymond A. Serway, Jhon W.Jewtt,Jr.)

2.1.2.  Aumento:
El poder de aumento de una lente esta determinado por el grado de curvatura de su
superficie y la distancia focal. En las lentes convexas mientras mayor sea la curvatura,
menor serd la distancia focal y mayor sera el aumento. Los microscopios trabajan
usando sus dos lentes convergentes [9]. La primera lente, cercana al objeto en estudio,
se denomina objetivo y la segunda lente, cercano al ojo del observador se denomina
ocular. Cada sistema de lentes es capaz de producir una imagen aumentada cuyo valor
se enuncia con una equis al costado (x), asi que 10x significa que la imagen esta

aumentada 10 veces.
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2.1.3.

En los microscopios el aumento definitivo de una imagen se aplica la siguiente

formula:

AUMENTO TOTAL.: (Aumento del objetivo) x (Aumento del ocular)
En nuestro caso tendriamos:

Aumento del Objetivo: 40X

Aumento del Ocular: 10X

Aumento Total del Microscopio: 400X

Aunque esta formula basica permite obtener el aumento total de una imagen, con las

técnicas de fotografia clésica o fotografia digital y el uso de software de procesamiento

de iméagenes es posible lograr un aumento suplementario. Para obtener el aumento

definitivo habria que considerar los factores de ampliacion que se realizan en la pantalla

de la computadora.

Ley de Reflexion:

La ley de reflexion establece que el angulo que forma el rayo incidente con la normal,

es igual al angulo que se forma entre el rayo reflejado y la normal (Figura 10). Cabe

mencionar también que la reflexién ocurre en el mismo plano y que la normal siempre

es perpendicular a la superficie reflectante [9].
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Figura 10: Ley de Reflexion

(Fuente: Fisica para Ciencias e Ingenierias /Raymond A. Serway, Jhon W.Jewtt,Jr.)
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2.14.

2.2.

2.2.1.

Espejos:
La formacidn de imagenes en espejos planos tiene su explicacién en la ley de reflexion.
En general los rayos se reflejan hacia el ojo como si procedieran de detras del espejo,
pero realmente son los rayos que provienen del objeto y que se reflejan en el espejo. La

imagen formada en el espejo plano tiene las siguientes caracteristicas:

1. Laimagen formada es virtual.

2. Laimagen formada esté a la misma distancia que el objeto del espejo.

3. La imagen esta derecha igual que el objeto, sin embargo experimenta una
inversion lateral, o sea la izquierda esta a la derecha y viceversa

4. Laimagen es de igual tamafio que el objeto.

Limitaciones y aberraciones

En un sistema optico ideal, todos los rayos de luz desde un punto situado en el plano del
objeto, deberian converger en el mismo punto en el plano de la imagen formando una
imagen clara. En un sistema real los rayos no convergen en el mismo lugar, a esto se le

Illama aberracidn y las hay de diferentes tipos [9]:

Aberracion Esférica:

Las lentes hechas con superficies esféricas, los rayos que son paralelos al eje dptico
(Figura 11), pero a diferentes distancias del mismo, no convergen exactamente en el
mismo punto. En el caso de mdltiples lentes, la aberracion esférica puede ser cancelada

por algunos elementos correctores [10,11].

Figura 11: Aberracion Esférica
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)
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2.2.2. Aberracion Cromética:
La lente no siempre enfoca los diferentes colores en un mismo lugar, debido a que

presentan diferentes longitudes de onda (Figura 12). En este caso las longitudes de onda

del rojo y el azul se diferencia en su punto de convergencia (poseen diferentes longitudes

de onda) [11].

Figura 12: Ejemplo Aberracion Cromética
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)

Los diferentes puntos de convergencia hacen que aparezcan los colores rojo y azul
alrededor de la imagen capturada (Figura 13). La solucién que usan la mayoria de

fabricantes es colocar varias lentes juntas, para que la convergencia sea en un mismo

punto.

Figura 13: Ejemplo de Aberracion Cromatica
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)
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2.2.3. Distorsion

Ciertas distorsiones se producen a partir de la geometria de la lente. En las imagenes
(Figura 14) se puede ver facilmente las distorsiones de barril y de cojin. Generalmente,
cuanto mejor es un objetivo, menos distorsion de lente deberia presentar pero no siempre

sucede de esa manera [11].

sin distorsion distorsion de barril distorsion de cojin distorsion de mostacho

Figura 14: Ejemplos de Distorsion
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)

2.3. Lente Objetivo

Como se ha mencionado en la seccién de aberracién acromatica, las aberraciones
se solucionan con todo un sistema de lentes acoplados dentro del lente objetivo o
comunmente llamado “Objetivo”.
Tomando en cuenta el grado de correccidn de las aberraciones hay tres categorias de
objetivos para el microscopio, los objetivos acromaticos, semi-apocromaticos y los

objetivos apocromaticos [10,11].

2.3.1. Objetivos acromaticos:
Presentan correccion cromatica para la luz azul, roja'y correccion de esfericidad para
el verde. Dan mejores resultados con filtro de luz de color verde y son ideales para
microfotografia blanco y negro. Se asume que un objetivo es acromatico cuando no

posee ninguna denominacion.
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2.3.2.

2.3.3.

Objetivos semi-apocromaticos:

Elaborados a partir de cristales de fluorita. Corrigen para el azul, el rojo y en cierto
grado para el verde. La correccién de esfericidad es para dos colores, el verde y el
azul. Dan buenos resultados con luz blanca y estdn mejor disefiados para la

microfotografia en colores.

Objetivos apocromaticos:

Poseen el mas alto nivel de correccion de aberraciones y por tal motivo son mas
costosos. Presentan correccidén cromatica para cuatro colores (azul oscuro, azul, rojo
y verde); correccién de esfericidad para dos o tres colores. Son los mejores objetivos

para microfotografia y video a color (Figura 15). [10].

Achromatic
Doublet

Achromatic
Triplet

Achromatic
Doublet

Group
Menistus <—
Hemispherical <e——"<

Figura 15: Lentes del objetivo Apocromatico y Acromatico respectivamente
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)

En el disefio, la luz que pasa a través del sistema de refraccion se refracta por los
elementos 6pticos. Cada elemento dptico es tipicamente recubierto para reducir las
reflexiones y mejorar el rendimiento global. Los disefios pueden variar desde dos
elementos en objetivos acromaticos basicos (una lente acromaética y una lente de
menisco) a varios elementos en los objetivos acromaticos [11]. Los objetivos
apocromaticos son el disefio objetivo mas complejo, de alta gama con la correccion de

campo plano cromatico y realizado dentro del propio objetivo (Figura 16).
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Figura 16: Esquema de un Microscopio
(Fuente: La Microscopia: Herramienta para estudiar células y tejidos.)

2.4.  Nomenclatura de los Objetivos:

En los diferentes lentes hay una nomenclatura la cual provee informacion sobre

sus caracteristicas mas importantes (Figura 17):

fabricante

correccion de aberracion

correccién curvatura de campo
aperturanumérica

aumento o .
medio de inmersion

propiedades dpticas especiale
distancia focal

longitud del tubo _; codigode color

grosor del cubre-objeto

_lente frontal con
mecanismo protector

Figura 17: Nomenclatura de la Lente
(Fuente: Edmund Optics, Understanding Microscope and Objectives.)

* Fabricante: Casa comercial
« Aumento: Con un rango que puede ir desde 0,5x hasta 200x

» Correcciones aberracion: Achro, Achromat (acromaticos); Fluar, Neofluar

(semi- apocromaticos); Apo (apocromaticos); Plan, Plano (corrige curvatura de

31



campo); ICS (infinity corrected system), UIS (universal infinity system); N,
NPL (normal field o view plan); CF, CFI (chrome-free, chrome free infinity) y

muchas otras especificaciones cuya nomenclatura depende del fabricante.

 Apertura numérica: Es un valor que indica el angulo de apertura.

+ Longitud del tubo: Longitud que separa al objetivo del ocular, usualmente en
milimetros (160, 170, 220) o con el simbolo (e0) para objetivos con correccidn

infinita.

» Grosor del cubre-objeto: Ha sido estandarizada a 0,17mm pero hay diversos
espesores lo cual produce aberraciones. Algunos objetivos poseen un collar de
correccidn en las lentes internas para realizar la correccion y se denominan CR,

Corr, w/corr, o pueden tener una escala graduada movil para el ajuste.

» Distancia focal: Distancia entre el punto focal y la lente frontal del objetivo,

expresada en milimetros.

« Propiedades Opticas especiales: En caso de objetivos que en ciertas
condiciones tienen resultados 6ptimos (para luz polarizada, contraste de fase,

entre otros).

» Rosca: La mayoria de objetivos estan estandarizados de acuerdo a la Royal
Microscopy Society para garantizar una compatibilidad universal y se designan
con las siglas RMS, sin embargo, algunos fabricantes tiene sus propias

dimensiones. El didmetro general es de 20mm.

* Medio de inmersion: Algunos objetivos ameritan el uso de medios de
inmersién y para ello se emplea un codigo de colores o las abreviaciones Qil

(aceite); HI (homogeneous immersion); W (Water) y Gly (glicerol).

» Cdbdigo de color (inmersion y aumento): Algunos fabricantes marcan sus
objetivos con anillos de colores para facilitar la identificacién del aumento,

como se muestra en la siguiente tabla. [11]

32



Negro Aceite

Naranja Glicerol
Blanco Agua
Rojo Especial o0 multiuso

Tabla 1: Codigo de Color Inmersion

Negro 1x, 2.5x

Marrén 2X, 2.5X

Rojo 4x, bx

Amarillo 10x

Verde 16x, 20x

Azul turquesa 25X, 32x

Azul celeste 40x, 50x

Azul cobalto 60x, 63x

Blanco, crema 100x, 250x, 200x

Tabla 2: Cédigo de Color Aumento
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2.5.

25.1.

2.5.2.

Impresoras 3D

Es una maquina capaz de realizar "impresiones” de disefios en 3D, creando piezas
0 magquetas volumétricas a partir de un disefio hecho por ordenador. Surgen con la idea
de convertir archivos de 2D en prototipos reales o cominmente llamada “3D” [12].En la
actualidad, su uso se ha extendido en la fabricacion de prétesis médicas, ya que la
impresion 3D permite adaptar cada pieza fabricada a las caracteristicas exactas de cada

paciente. Se pueden distinguir ciertos tipos de impresora 3D:

Impresoras 3D por Estereolitografia (SLA)

Fue una de las primeras técnicas en utilizarse. Consiste en la aplicacion de un haz de
luz ultravioleta a una resina liquida (contenida en un recipiente) sensible a la luz
(Figura 18). La luz UV va solidificando la resina capa por capa. La base que soporta
la estructura se desplaza hacia abajo para que la luz vuelva a ejercer su accion sobre
el nuevo bafio, asi hasta que el objeto alcance la forma deseada. Con este método se
consiguen piezas de altisima calidad, aunque se desperdicia cierta cantidad de

material.

Figura 18: Ejemplo de Impresion Estereolitografia
(Fuente: Tipos de Impresoras 3D / C. Escobar)

Impresoras 3D de Sintonizacion por Laser (SLS)

También conocido en inglés como Selective Laser Sintering (SLS), esta
tecnologia se basa en el laser para imprimir los objetos en 3D. Tiene ciertas
similitudes con la tecnologia Estereolitografia (SLA), ésta permite utilizar un gran
namero de materiales en polvo (cerdmica, cristal, nylon, poliestireno, etc.). El laser
impacta en el polvo, funde el material y se solidifica (Figura 19). Todo el material
que no se utiliza se almacena en el mismo lugar donde inici6 la impresion por lo cual

no hay mucha perdida.
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2.5.3.

Figura 19: Ejemplo de Impresion de Sintonizacion por Laser (SLS)
(Fuente: Tipos de Impresoras 3D / C. Escobar)

Impresion por deposicion de material fundido

También conocida por FFF (Fused Filament Fabrication). La técnica aditiva del
modelado por deposicién fundida es una tecnologia que consiste en depositar polimero
fundido sobre una base plana, lo hace capa por capa (Figura 20). ElI material que
inicialmente se encuentra en estado solido almacenado en rollos, se funde y es
expulsado por la boquilla finos hilos que se van solidificando conforme van tomando
la forma en cada capa. Se trata de la técnica mas comdn en cuanto a impresoras 3D de
escritorio para usuarios domésticos. Aungue los resultados pueden ser muy buenos, no
suelen ser comparables con los que ofrecen las impresoras 3D por SLA. Actualmente
se utilizan una gran variedad de materiales, entre los que predominan ABS (acrilonitrilo
butadieno estireno) y PLA (poliécido lactico).

Figura 20: Ejemplo de Impresion por deposicion de material fundido
(Fuente: Tipos de Impresoras 3D / C. Escobar)
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2.6. Impresora 3D “MakerBot”

La impresora 3D que se uso fue la “ MakerBot INDUSTRIES” (Thing-O-Matic)
(Figura 21). El software utilizado para la impresion es el “ReplicatorG”. Para su
calibracion es necesario ajustar los 3 ejes (x,y,z) y posteriormente calentar el extructor.
El extructor es la punta de la impresora que se prepara a unos 220 °C y la placa de base
de impresion a unos 100°C. La funcion del extructor (Figura 22) es calentar el polimero
hasta su punto de fusion.

Cuando se procedi6 a imprimir se hizo los siguientes cambios en el programa [13].

La temperatura del extructor se programa a 225°C, la placa de base a 110°C.

Figura 21: Impresora MakerBot Industries
( Fuente: MakerBot thingOmatic)

Figura 22 : Extructor de la impresora 3D
(Fuente: MakerBot thingOmatic)
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Los pasos para el inicio del “MakerBot” son:

1) Primero, se establecid un centro u origen para la impresion. Para esto el Replicator
tiene un programa (Figura 23) o codigo que permite fijar un origen.

Save CilsS

mm\»ub’m”u«mm
e MayusculsseS | g1 013 cace | B done In: 32Mmins, 30 secs  Siapstuder MXD) 225,0°C Platfor: 110.0%¢

Figura 23: Imagen del programa ReplicatorG
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

2) Después de fijar un origen, se reguld el espesor, la velocidad de impresion y la

velocidad pausa entre capa y capa, esto se puede hacer en una de las opciones del
programa (Figura 24).

Nombre del modelo de la maquina.

Base Profie: SF35-Thingomatic-HBEP-Mk7
Use raft

Se hace un check a la casilla debido
a que soblo se usa el extructor de la
Thing-o-matic.

Use support material None -

V| Use Print-O-Matic (stepper extruders only)
Settings | Plastic | Extruder

Object infill (%) 20

Altura de la capa, 0,27mm Layer Height (nm)  |0.27

Hil

Number of shells: 0
Velocidad de impresion (usualmente Feedrate (mm/s) 0 Number of
se deja a velocidades bajas)
[ Generate Gcode ] { Cancel '

Figura 24: Cédigo generador del ReplicatorG
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)
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3) En esta ventana se configuro la temperatura de fusion del polimero, asi como también

se observa un dibujo de la impresora 3D en donde uno puede mover la punta de

impresion (la punta del extructor) en un espacio 3D (Figura 25). Aunque las

dimensiones de la base son 12 cm x 12 cm, el rea de impresion efectiva es de 10

cm x 10 cm.

AN Comvol Fanel

- vt Marud [3am
Figura de — | = B .w ::-.- - ]
la - ot damee o
impresora |:|I>4E$@ : u o et ) () (et
3D

QD ,/" L '!_:e.ll Lot Temperat Cantoly

W rperrades M7 Target ) RN B Sarpeivacies M Comess ('C]
Priorm Target 0 i Paters Cusmen

 —

Heppi oty (atrshy

[

p-
@

Figura 25: Ventana de calibracion del extractor y motor.

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

Prueba de
motor del
extructor

la base

4) Por dltimo, se cerr6 la ventana anterior, y en la venta principal se presiona el primer

boton del rectangulo anaranjado comenzando desde la izquierda (Figura 26).

Presionando el botdn inicia el proceso de compilacion (Figura 27) y a su vez se

calienta el extructor y la base de impresién.

Botones para
iniciar la
compilacion,
inicio de
impresion y
pausar la
impresion.

Figura 26: Ventana del ReplicatorG
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)
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Machine Cupcake CNC w/ heated build platform (Sanquino3G) re:

L‘upcako Aes dolaun skeinforge pr @) a

fromng
HIM 5220 70 {T(vp:.vature to 228 celsius) .
G21 (Metric FIw)
GSO (Absolute Positioning)
G92 XO YO 20 (You are now at 0.6.8)
(You have failed me for the last time. MakerSot)
GO 215 (Move up for test extrusion)
M108 S255 (Extruder speed - mix)
M6 TO (Wait for tool to heat up)
GO4 PSOCO (Wait 5 seconds)
M101 {Ex:ruder on. forward)
GO4 PSOO0 (Wait 5 seconds)
M103 (Extruder off)
MOL (The heater is nanmng up and will do a test extrusion. Click yes after you have cleared th)
(Go back to zero.
(end of start.)
{<extruderInitialization>)
(<decimalPlacesCarried> 3 </decimalPlacesCarried>)
(<flowrateCubicMillimetersPerSecond> 5.169 </flowrateCubicHillimetersPersecond>)
(<layerThickness> 8.36 </layerThickness=>)
(<extrusionPerimeterwidth> 8.468 </extrusionferimaterwidth>)
(<outsideExtrudedrirst> True </outsideExtrudedFirst>)
(<feedrateMinute> 1782.8 </feedrateMinute>)
(<operati ngFe@dratePerSecolxh 29.7 </operatingFeedratePerSecond>)
( <orbx talFeedratePerSecond> 29.7 </orbz ral;eedrateﬂersecom»)

tFlowrate> 255,08 </SupportFlowr:

(<travelFeedratePerS econd> 55.9 </travelFeedratePerSecond>)
(<extrusiowidth> 8.522 </extrusiomwidtfe)
(<fillInset> 8.4267 </filllnset>)
(<infill8ridgewidthoverExtrusiomvidth> 1.8 </infilleridgeWidthiverExtrusionwidth>)
(<procedureDone> carve </procedurebone>)

_—_—

Figura 27: Ventana de Compilacion
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

2.7. Observaciones Experimentales:

En el ReplicatorG, hay ejemplos de cddigos (gcode) dispuestos para compilar
rapidamente en el ReplicatorG. Uno de estos cédigos es el codigo llamado
“20mm_Calibration” el cual hace un pequefio prisma (Figura 28).

Figura 28: Ejemplo de impresién prisma 20 mm
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)
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En base a otros codigos se construy6 un cilindro (Figuras 29, 30 y 31), el cual seréa el
modelo.

Figura 29: Ejemplo de cilindro en el Replicator G
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

Figura 30 : Cilindro hecho en la impresora 3D
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

Figura 31: Parte superior del cilindro
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)
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Con la impresion terminada se hicieron mediciones al cilindro impreso.
Se utilizé una pequefia regla y un pie de rey para realizar las mediciones de diametro y
altura. Se realizaron seis mediciones. Se tomaron datos con un vernier de sus didmetros

todos con el error del vernier +/- 0.025 cm (Figura 32).

Figura 32: Mediciones del Cilindro con el Vernier.
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

Tabla de datos del diametro Cilindro

Error del

Datos Diametro (cm) T ()

Primer dato 3.960 +/- 0.025
Segundo dato 3.965 +/- 0.025
Tercer dato 3.970 +/- 0.025
Cuarto dato 3.975 +/- 0.025
Quinto dato 3.975 +/- 0.025
Sexto dato 4.005 +/- 0.025
Promedio 3.975 +/- 0.025

Tabla 3: Tabla de los datos del diametro tomados del Cilindro.
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En el cilindro realizado se obtuvieron algunos errores debido a que una parte del
cilindro quedo plana.

Tabla de Datos del Cilindro

Altura (cm) instll’Eurn:Z;t(i)el(cm)
3.050 +/- 0.025
3.050 +/- 0.025
3.040 +/- 0.025
3.030 +/- 0.025
3.040 +/- 0.025
3.045 +/- 0.025
s w00

Tabla 4: Tabla de datos de la altura del Cilindro.

Los resultados muestran que el promedio en la altura es de 3.042 cm con un error
correspondiente de 1.4 %.

2.8. Observaciones la impresora 3D

En las continuas impresiones, se hizo presente que las impresiones no son muy detalladas
en las zonas curvas de los diferentes objetos (Figura 33). Los motivos para esto pueden
ser diversos, desde que el material tuvo poco tiempo para quedar perfectamente colocado
en la impresion asi como la velocidad del extructor haya sido muy répida.

Durante la impresion de cualquier pieza en la impresora 3D presenta un grado de atencion
constante a la impresion debido a que es muy facil que el motor que empuja el polimero
se atasque 0 no avance produciendo huecos en la impresién y si no se soluciona a tiempo

puede deformar la figura final.
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e La impresion de una pieza pequefia (20x20x20 mm) puede tomar de 20 a 30 minutos.
Muchas piezas de la impresora tomaron varios dias para finalizar debido a las diversas
fallas. (Figura 34).

Imperfecciones de
la impresion
causadas por
distintos motivos

Base creada
durante la
impresion

Figura 33: Modelo de Imperfecciones (1)
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

Imperfecciones

Figura 34: Modelo de Imperfecciones (2)
(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I)

2.9. Coeficiente Kappa

Se deben comparar los resultados de ambos equipos (microscopio estandar y el
sistema Optico), una manera de poder comparar los resultados de ambos equipos es
usando el coeficiente Kappa, el cual proporciona un grado de acuerdo “confiabilidad” de

los resultados.
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Positivo Negativo Total

A B G
Negativo C D H
Total E F N

Tabla 5: Ejemplo de datos adquiridos

Se toma N como el nimero de muestras tomadas. Se toma la probabilidad en que ambos
casos estén de acuerdo.

A+D
P1= N

Luego, se toma la probabilidad de que cada observador de un caso para luego sumar los
caso y obtener la probabilidad de los casos para ambos observadores.

ExG
P(A) * P(B)positivo = T
Fx+H
P(A) = P(B)Negativo = v

P(e) = P(A) * P(B)positivo + P(A) * P(B)Negativo

Finalmente el coeficiente Kappa es determinado por:

P, —P(e)

=10
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El coeficiente varia entre 0 y 1, en donde el valor indica el grado de acuerdo entre los
resultados entre los dos observadores (Tabla 6).

Sin acuerdo
0,00 - 0,20 Insignificante
0,21 - 0,40 Discreto
0,41 - 0,60 Moderado
0,61 - 0,80 Bueno

0,81-1,00 Muy de acuerdo

Tabla 6: Valores Kappa
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y CALCULOS

3.1.  Disefio del Sistema Optico

El trabajo del disefio del sistema dptico se hizo con el software de SolidWork 2014.
Esencialmente un microscopio invertido consta de dos lentes (Objetivo y Ocular) y
adicionalmente dos espejos. La posicion de los espejos es de 45 grados para poder

reflejar la luz de manera paralela a la base (Figura 35).

Fuente de Luz

Smartphone

@l

Muestra

Lente Ocular O Lente Objetivo
< Luz @
spejo

Figura 35: Esquema del Sistema Optico (Figura)
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El sistema Optico consta de las siguientes partes:

Lente Objetivo:

- Esta lente ocular presenta las siguientes especificaciones:
-Aumento: 40x

-Correccidn de la curvatura: plana.

-Correcciéon Apocromatica.

-Distancia focal 0.17

Figura 36: Lente Objetivo

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)

Lente Ocular:

Es una lente simple de aumento de 10x.

Figura 37: Lente Ocular

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)
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Con ambas lentes se logra el aumento de 400x, que se desea obtener. La correcciony la
ayuda de la lente objetivo hace posible obtener imagenes claras y sin difusiones de

colores.

3.1.1. Caracterizacion de las lentes
Se caracteriz6 con unos mesh (rejilla), los cuales son unos indicadores para
establecer el tamafio de la muestra. Como se ha explicado anteriormente, se van a
tomar fotografias de las muestra para ser analizadas remotamente por los
especialistas. Si se desea conocer el tamafio de las muestras, es necesario establecer
un patrén o una forma de calibrar la medida de pixeles al tamafio real. Para la

experiencia usamos dos tipos de mesh, uno de 100 y otro de 325 (Tabla 7)

U.S. Mesh Pulgadas Micrémetros Milimetros
0.2650 6730 6.730
0.1870 4760 4.760
0.1570 4000 4.000
0.1320 3360 3.360
0.1110 2830 2.830
0.0937 2380 2.380
0.0787 2000 2.000
0.0661 1680 1.680
0.0555 1410 1.410
0.0469 1190 1.190
0.0394 1000 1.000
0.0331 841 0.841
0.0280 707 0.707
0.0232 595 0.595
0.0197 500 0.500
0.0165 400 0.400
0.0138 354 0.354
0.0117 297 0.297
0.0098 250 0.250
0.0083 210 0.210
0.0070 177 0.177
0.0059 149 0.149
0.0049 125 0.125
0.0041 105 0.105
0.0035 88 0.088
0.0029 74 0.074
0.0024 63 0.063
0.0021 53 0.053
0.0017 44 0.044
0.0015 37 0.037

Tabla 7: Tabla de medidas de Mesh
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El celular utilizado para las fotograficas, fue un celular Samsung Galaxy S4 [16],
con las especificaciones:

Samsung Galaxy S4, una camara principal de 13MP (megapixeles) con apertura
f/2.2. Toma fotografias de resolucién 12780288 (4128 x 3096) pixeles.

En la figura 39, se aprecia el mesh puesto en una muestra y fotografiada con el
celular.

. Zona de 100 mesh

Figura 38: Mesh 100 Galaxy S4. Ala izquierda imagen normal, a la derecha zona sefialada
mesh 100.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Para esta imagen, el cuadrado en la parte central ocupa una cantidad de pixeles de
1188309 pixeles. Alrededor del 9.50 % de la maxima resolucion en pixeles. Como
este cuadrado representa 0.149 milimetros de lado, podemos obtener la siguiente

analogia:

0.022201 x10-5 m? =1188309 pixeles.

Para determinar la cantidad de pixeles en la imagen se pueden usar diferentes
programas; el que se uso fue “imageJ” para calcular la cantidad aproximada de
pixeles en los cuadrados. Utilizando el mesh 325 con el mismo procedimiento
anterior (Figura 40), se obtuvo areas mas pequefias para poder comparar los

pixeles.
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I Zona de mesh 325

Figura 39: Mesh 325 Galaxy S4.Ala izquierda imagen normal, a la derecha zona sefialada mesh
325.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)

Para esta imagen, el cuadrado en la parte central ocupo una cantidad de pixeles de
63561 pixeles. Alrededor del 0.5 % de la méaxima resolucién en pixeles.

Como este cuadrado representa 0.044 milimetros de lado. Podemos obtener la
siguiente analogia:

0.001936 x107° m? = 63561 pixeles

Con esta informacion se puede aproximar al tamafio de las células en la
fotografia. Por ejemplo las células intermedias tienen un area aproximada de
0.017424 x107° m2,
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3.2. Diseno del Sistema Mecanico

El disefio del armazdn de este microscopio se hizo en SolidWork 2014. Solid
permite crear cualquier tipo de figura en tres dimensiones. Se disefié un modelo sencillo.

En la siguiente imagen (Figura 40) se muestra el modelo de la base:

Figura 40: Base del Microscopio

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)

En la figura 41, se colocaron 2 espejos de superficie reflejante por dentro (espejo
convencional) iguales de 2.5 x2.5 cm, los cuales reflejarian la luz de la lampara.

Las dimensiones de la base son: 10 cm x 4.5 cm x 0.5 cm .En una etapa posterior se
afiadio las partes laterales. La altura de las paredes laterales es de 6 cm y de grosor de
0.5 cm (Figura 41).

Figura 41: Base del microscopio, modelo 2

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)
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Las siguientes piezas completan la estructura fisica del microscopio.
Las piezas son sencillas para simplificar el disefio, acabado y construccion final.

La segunda pieza del sistema 6ptico fue la montura de la lente ocular, la cual posee
una abertura cilindrica con un didmetro de 23 mm (Figura 42).

Figura 42: Base de la Lente Ocular

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)

La tercera pieza es la tapa que cubre el sistema de la base (primera pieza).Esta pieza es

la tapa o cubierta del sistema dptico (Figura 43).

> Base del Ocular

Base del objetivo

Figura 43: Cubierta de la Base

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)
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La base de la lente objetivo consta aparte de una montura de la lente objetivo y 4
soportes que sostienen las piezas de soporte de las muestras (base laminas pap)
(Figura 44).

Figura 44: Base de la Lente Objetivo

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)

La pieza final (Figura 45) se encarga de ser el soporte de las laminas de pap. Posee
una parte rectangular hueca, la cual encaja con el soporte anterior y hace de ajuste al

momento de levantar las ldminas.

Figura 45: Base para las Laminas de Pap

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)
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Figura 46: Microscopio invertido ensamblado final

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)

El sistema 6ptico final con las lentes se muestra en la siguiente figura:

Figura 47: Sistema Optico Real.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)
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Finalmente, el sistema Optico se lo pone a prueba tomando fotos con un celular.

oia

Figura 48: Sistema Optico tomados fotos de las muestras.

3.2. Disefo del Sistema de lHHuminacién

El sistema de iluminacion se hizo el siguiente diagrama [14]:

+12v

+12V F1
b=
8 S Q2
z = 2N3055

le
Carga ET « Lampara
=

Figura 49: Esquema del Sistema Electronico de la Iluminacion

(Fuente: Dispositivos Lab-on-a-chip y épticos parasensado distribuido con aplicaciones en
biomedicina/ German Comina Bellido,)

Este circuito de control de iluminacion de lampara, ha sido disefiado para entregar los
50 W que necesita la lampara para funcionar. El divisor de voltaje regula la cantidad

de voltaje entregado con lo cual la luminosidad de la l&mpara se regula. Los
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amplificadores operacionales junto con los transistores hacen la funcion de amplificar
el voltaje de manera que si la sefial llegara con poca corriente los amplificadores

compensan esa falta de corriente.

Se utiliz6 como fuente de luz una I&mpara dicroica “Philips” (Figura 49):

Figura 50: Lampara dicroica Philips

Montaje de la lampara (Figura 50) para iluminar las diferentes muestras.

Figura 51: Lampara Simple con dicroico Philips

(Fuente: Laboratorio de Ingenieria Fisica U.N.I.)
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3.2.1. Caracterizacién fotonica de la iluminacion

El sistema de iluminacién es de gran importancia para la obtencion de una imagen
claraen la cdmara del Smartphone. Para su caracterizacion se utilizdé un
espectrofotometro UV-Visible. El espectro de diversas fuentes de luz como LEDS
(LED blanco frio y blanco calido), lampara halégena convencional de 20W y
l&mpara dicroica Philips 12V, 50W (figura 51). Teniendo como referencia una
lampara comercial (Edmund Optics 38-940, 30W flexible fiber optic iluminator)
con la cual se obtuvieron imagenes adecuadas. Como se puede observar en la
figura 51, el espectro de la ldmpara dicroica Phillips (en azul) es la que mas se

parece al iluminador Edmund de referencia (en rojo). Por lo tanto se eligio la

ldmpara (Philips 12V, 50W) para iluminar las muestras [14].

200
Led bla nco frio
Led blanco calido
7 llumina dor Edmund B
150 Lampara dicroica Philips
— . Lampara halogena
o)
—
[¢°]
T
c
= 100
s 1
o
c
L 50
o
©
—
=
0

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de Onda (nm)

Figura 52: Espectro de Diferentes fuentes de Luz

(Fuente: Dispositivos Lab-on-a-chip y 6pticos parasensado distribuido con aplicaciones en
biomedicina/ German Comina Bellido,)
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3.2.2.

3.2.3.

Distancia Focal

Para ubicar una distancia focal dptima entre la lente del microscopio y la muestra se
usé un micrémetro para el desplazamiento vertical del portamuestra en el sistema
Optico. La muestra presenta niveles en donde bajo cierto distancia se hace muy
visible y nitida. Bajo muy pequefios desplazamientos verticales se pierde el enfoque
de la lente. De tal manera que se necesita un micrometro regulador para esos

pequefios desplazamientos. Un ejemplo en la siguiente imagen:

Figura 53: Distancia Focal

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)

Se hallé gue aproximadamente hay una distancia menor a 1 mm desde la lente a la
lamina. Las variaciones estan entre los rango de los micrémetros. Por lo que el ajuste

del foco es bastante sensible a las variaciones del desplazamiento.

Vista de Campo (Field of View)

El didmetro de campo de un microscopio optico es el nimero de campo (Field
number), el cual es el didmetro de la vista de campo en milimetros medido en el
intermedio de una imagen plana. La vista de campo normalmente esta en la lente

ocular. Sin embargo se puede hallar usando esta formula:

Vista de campo = Numero de campo (FN)/ magnificaciéon del objetivo

La vista de campo es 0.0450 mm. Por lo tanto se puede establecer mediante los
pixeles, el tamafio de un determinado objeto.
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4.1.

CAPITULO IV
PRUEBAS Y ESTADISTICAS

Prueba de Muestras

Para la prueba de muestras se utiliz el microscopio invertido 40X-900X (AmScope)
ubicada en el laboratorio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. En un
microscopio invertido la lente objetivo se ubica por debajo de las muestras analizadas
[18]. Asimismo se utiliz6 el celular Galaxy S4 y Galaxy A5 para la toma de fotos en el

sistema oOptico.

De un total de 122 fotos tomadas con el sistema Optico y el microscopio AmScope
(amplificacidn total de 400x) cuyo sistema facilita el enfoque y la iluminacion. Se ha
analizado las imagenes con la ayuda de expertos, quienes en base a su criterio
determinaron que fotos son aceptables (nitidas y tienen buenas imagenes de las muestras

para analizar) e ilegibles (fotos borrosas o de baja calidad).

De las 122 fotos, 31 fotos fueron tomadas con el microscopio AmScope, otro grupo de
69 fotos fueron tomadas con el celular Galaxy S4 y finalmente un grupo de 22 fotos
fueron tomadas con el celular Galaxy A5. Todas las fotos fueron tomadas en el
laboratorio de Bioinformética del a Universidad Peruana Cayetano Heredia

Fotos con Microscopio ( AmScope )

Fotos Aceptables Fotos llegibles

J. Cok (especialista) 23 8

J. Caceres (especialista) 24 7

Tabla 8: Tabla de fotos tomadas con microscopio AmScope
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Fotos con Camara del Celular Galaxy S4

Fotos Aceptables Fotos llegibles
61 8
J. Céceres 61 8

Tabla 9: Tabla de fotos tomadas con celular S4

Fotos con camara del Celular Galaxy A5

Fotos Aceptables

Fotos llegibles

J. Cok 22 0

J. Céceres 21 1

Tabla 10: Tabla de fotos tomadas con celular A5

Las fotos tomadas con los equipos anteriormente mencionados, fueron subidas a la red
de servicios de la “Universidad Peruana Cayetano Heredia” en donde los especialistas
hicieron los respectivos analisis de las fotos sin saber de cual equipo (microscopio
estandar o el sistema dptico) fueron tomadas. De las 122 fotos tomadas se seleccionaron
aproximadamente 9 fotos en donde la calidad de la imagen no es buena para asi obtener
un coeficiente Kappa (grado de acuerdo entre los 2 especialistas, cuyo valor oscila entre
0y 1), parael trabajo de investigacion (Figura 53, 54 y 55), tomadas con el microscopio,
celular Samsung Galaxy A5 y Samsung Galaxy S4; ambos celulares poseen una
resolucién de 13 MP (4128 x 3096 pixeles).
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Figura 54: Foto tomada con el microscopio AmScope.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Figura 55: Foto tomada con el celular Samsung Galaxy A5.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Figura 56: Foto tomada con el celular Samsung Galaxy S4.

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Bajo el analisis de los expertos, el celular Samsung A5 y el microscopio obtuvieron 8
fotos aceptables (Tabla 11).
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Microscopio ( AmScope )

Foto Foto Total
Aceptable  llegible

Foto
Aceptable 0 8
Celular
Foto
o llegible 0 0 0
Total 8 0 8

Tabla 11: Tabla de datos Microscopio y celular Samsung Galaxy A5

De las mismas 8 fotos, también se determind la calidad de la foto en donde foto Buena
representa una fotografia nitida de las muestras. Foto baja tiene muestras borrosas y

dificiles de proporcionar un analisis. (Tabla 12).

Microscopio (AmScope )

Foto Foto
. Total
Buena Baja

Foto
2
Buena 3
Celular
A5 Foto 0 5 5
Baja
Total 1 7 8

Tabla 12: Tabla de datos calidad de imagen, Microscopio y celular Samsung Galaxy A5

Para determinar un grado de concordancia observado por los expertos y equipos, se

determino el coeficiente Kappa.
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K = 0.64835

Continuando con el andlisis, el Galaxy S4 tuvo un rendimiento similar al celular
Samsung Galaxy A5 (Tabla 13 y 14).

Microscopio ( AmScope )

Foto Foto

Aceptable llegible Total
Foto
Aceptable 0 8
Celular
Foto
Sl |cgible L 0 L
Total 9 0 9

Tabla 13: Tabla de datos Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

Microscopio ( AmScope )

Foto Foto
. Total
. Buena Baja ota
Foto
Buena . 2
Celular
F
s4 oto 0 7 7
Baja
Total 1 8 9

Tabla 14: Tabla de datos calidad de imagen, Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

Para determinar un grado de concordancia observado por los expertos y equipos, se

determino el coeficiente Kappa.

63



K = 0.63636

Se repitieron los pasos anteriores con otro grupo de fotografias (Figuras 57 y 58).

Figura 57: Foto tomada con el celular Samsung Galaxy S4 (1)

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Figura 58: Foto tomada con el microscopio (1).

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)
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Microscopio ( AmScope )

Foto Foto Total
Aceptable llegible

Foto

Aceptable 0 6

Celular S4 Fo_to 0 0
llegible

Total 6 0 6

Tabla 15: Tabla de datos Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

Microscopio ( AmScope )

Foto Foto
. Total

Foto

Buena & 2

Celular S4 Fot.o 0 0
Baja

Total 3 3 6

Tabla 16: Tabla de datos calidad de imagen, Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

Para determinar un grado de concordancia observado por los expertos y equipos, se

determino el coeficiente Kappa.
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Otra muestra (Figuras 59 y 60) que se analizé con el microscopio y el celular galaxy S4.

Figura 59: Foto tomada con el celular Galaxy S4 (2)

(Fuente: Laboratorio de Bioinformatica U.P.C.H.)

Figura 60: Foto tomada con microscopio (2)

(Fuente: Laboratorio de Bioinformética U.P.C.H.)
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Microscopio ( AmScope )

Foto Foto Total
Aceptable llegible

Foto
Aceptable 1 3
Celular
Foto
> llegible 2 1 3
Total 4 2 6

Tabla 17: Tabla de datos Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

En esta Ultima muestra, la calidad de la imagen con ambos equipos resulto ser de baja

calidad para ambos expertos (Tabla 18).

Microscopio ( AmScope )

Foto Foto Total
Buena Baja

Foto
Buena g L ¢
Celular
s4 Foto 0 6 6
Baja
Total 0 0 6

Tabla 18: Tabla de datos calidad de imagen, Microscopio y celular Samsung Galaxy S4

Para determinar un grado de concordancia observado por los expertos y equipos, se

determino el coeficiente Kappa.



CONCLUSIONES

En la presente tesis se demostré que usando una impresora 3D fue posible construir
el soporte del sistema Optico para montar un microscopio. Este puede ser usado en

la deteccion temprana de Céncer de cuello Uterino.

Se disefiaron y fabricaron los diferentes soportes para el sistema Optico, mecanico y
de iluminacién que conforma el microscopio que ha requerido de andlisis para que
cumpla con los requisitos minimos de calidad imagen que se podrian obtener con un

microscopio AmScope.

Se realiz6 una comparacion entre el microscopio AmScope Yy el sistema Optico. El
andlisis de los expertos ha reflejado un buen grado de similitud (coeficiente kappa
mayor a 0.6), con lo cual se infiere que el sistema Optico puede brindar un buen
analisis de las imagenes. Ademaés, en la mayoria de las fotos (80 % del total de fotos
tomadas) fueron fotos elegibles. Por lo que el sistema Optico puede tomar fotos
aceptables para investigacion y diagnostico.

Cerca del 10 % del total de fotos tomadas fueron no aptas para los analisis.
Particularmente, ambas caracteristicas se presentaban en los dos sistemas 6pticos con
lo cual el error estaria en como se tomo las fotos, bajo qué condiciones y que tipo de
células buscaba.

El sistema Optico dio muy buenos resultados en las fotografias tomadas. Se puede
realizar fotos de la misma calidad que un microscopio acoplado a una camara
fotografica y con un software especializado. Este sistema Optico puede suplir las

funciones de otro microscopio y a su vez es de menor costo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda mejorar la seccion de regulacion de enfoque de muestras para que las

fotografias sean mas nitidas.

Se recomienda fijar la base del sistema optico para que el lente objetivo y la distancia
de enfoque de las muestras, no se pierdan por los movimientos de ajuste al sistema

optico.

Se recomienda la implementacion de un sistema fino de regulacion (tornillo
micrométrico). De tal manera que la altura del portamuestra varié finamente con
respecto a la distancia de enfoque a la lente objetivo. Con esta implementacion las

diversas células aglomeradas pueden ser distinguidas una por una.

Se recomienda la implementacién de la estructura del sistema de iluminacién usando
la impresion 3D. La impresora 3D usada no tenia la capacidad de imprimir muestras
mayores a 20 cm de altura. Con una impresora 3D de mayores dimensiones es posible
imprimir la estructura del sistema de iluminacion y a su vez la estructura del sistema

Optico. La estructura final seria una sola estructura de ambos sistemas.
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ANEXO1: IMPRESION DE PARTES DEL SISTEMA OPTICO (1)

Fotografia durante la impresion de las partes
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ANEXO 2: IMPRESION DE PARTES DEL SISTEMA OPTICO (2)

Impresion de las partes del sistema 6ptico

(Partes grandes divididas)
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