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Analisis superficial de rugosidad (RA) en el mecanizado de Poli-Eter-Eter-
Cetona (PEEK) para aplicacion en implantes individualizados

Surface roughness analysis (RA) in the machining of Poly-Ether-Keton (PEEK)
for tailored implants

M. P. Calvo-Corred', J. A. Benitez-Forero', C. J. Cortés-Rodriguez?
'Universidad Distrital Francisco José de Caldas
2Universidad Nacional de Colombia

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion es determinar los valores de velocidad de corte, avance y trayectoria (estrategia
de mecanizado) en el mecanizado del PEEK que permitan obtener una rugosidad (Ra) recomendada segin la lite-
ratura para la adecuada diferenciacion, proliferacion y adhesion de células mesenquimales aplicables en implantes
0seos [3-4 67 111 De la revision del estado del arte se determind que dichos procesos celulares se obtienen cuando
la rugosidad superficial Ra tiene un valor entre 1 pm a 3 pm 2!, de igual forma, a mayor anisotropia superficial,
mayor diferenciacion celular se obtendra -8, Para determinar los parametros de corte con los que se obtiene una
rugosidad Ra 6ptima se realizé un disefio experimental de superficie de respuesta con rangos de exploracion de:
velocidad de corte: 60 m/min - 90 m/min y velocidad de avance : 900 mm/min - 1500 mm/min usados para ambas
estrategias evaluadas: Raster y Espiral. La investigacion concluy6 que los parametros de mecanizado con los cuales
se obtiene una rugosidad recomendada Ra para la elaboracién de implantes 6seos son: velocidad de avance 1500
mm/min y velocidad de corte de 90 m/min mecanizando con una trayectoria (técnica de mecanizado) Raster, con la
cual se obtiene una rugosidad Ra de 2,7 pm.

PALABRAS CLAVE: PEEK, mecanizado, velocidad de corte, velocidad de avance, rugosidad.
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ABSTRACT

The objective of this study is determinate the values of cutting speed, feed along and the machining strategy to
get optimal values of roughness Ra for the machining of PEEK, polyetheretherketone, to get to get differentiation,
proliferation and adhesion for mesenchymal for the development of individualized tailored prosthesis. According
to literature to get those cellular process the superficial roughness must have a value Ra of 1 pm to 3 pm, also, if
more anisotropic surface, more adhesion of cells. To determinate the recommended roughness Response Surface
Methodology was used, the region of operability was: cutting speed 60 m/min to 90 m/min, feed along 900 mm/
min to 1500 mm/min and a cutting strategy of Raster and Spiral. In this investigation the conclusion was that the
cutting parameter to get the recommended roughness Ra for the elaboration of tailored prosthesis is feed along of
1500 mm/min and cutting speed of 90 m/min, machining with Raster strategy, for those parameters the roughness
was of 2,7 pm.

KEYWORDS: PEEK, machining, cutting speed, feed along speed, surface roughness.
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INTRODUCCION
El PEEK, poli-éter-éter-cetona, es un termoplastico de
doble fase que desde los anos 90's se ha abierto paso
entre los biomateriales como candidato para el rem-
plazo de implantes con componentes metalicos, siendo
su principal uso hasta la fecha en implantes de espina
y ortopédicos M,

El PEEK ha sido estudiado y ampliamente utilizado
en aplicaciones biomecanicas, especialmente en prote-
sisdesde 1998 cuandola compania Invibio Biomaterials
Solution lo lanz6 al mercado. Diferentes resultados de
investigaciones han encontrado que el PEEK presenta
una gran cantidad de propiedades fisicas, mecanicasy
de superficie que lo convierten en un candidato apto
para la fabricacion de gran variedad de implantes .

Larugosidad de un material es critica en los contactos
mecanicos, en la circulacién de fluidos, rigidez, calen-
tamiento de piezas, entre otras aplicaciones industria-
les. En medicina, la rugosidad afecta la adaptacion de
células al material, influyendo en la oseointegracion,
la absorcion del implante y la aceptacion del mismo
por el cuerpo del paciente 131,

Cuando el cuerpo humano presenta una herida, sobre
ésta se realiza un proceso inflamatorio, que permite el
transporte de células mesenquimales a la lesién las
cuales, dependiendo del ambiente en que se encuen-
tran, se adhieren, proliferan y diferencian en otro tipo
de células necesarias en la generacion de tejido para la
recuperacion [3-4,

En el caso de implantes 6seos, una buena aceptacion
del implante por parte del paciente y su estabilidad a
largo plazo depende en gran medida de la cantidad de
células mesenquimales que logren diferenciarse a
Osteoblastos. Investigaciones de diferentes autores han
descrito como las células mesenquimales al encontrarse
en rugosidades Ra menores a 1 um se diferencian de los
fibroblastos, lo cual podria generar una fibrosis, ocasio-

nando la remociéon temprana del implante. De igual
forma, diferentes investigadores han descrito que a
rugosidades superficiales Ra superiores a 3 pm las célu-
las mesenquimales no son capaces de adherirse y proli-
ferar en el material causando un posible rechaz6 del
implante 5% 78, Por esta razon, es de gran importancia
tener en cuenta la rugosidad superficial Ra de la protesis
antes de poner un implante al paciente, dado que esto
ayudara aaumentar las posibilidades de éxito del mismo.

El propésito de esta investigacion es determinar los
valores 6ptimos de mecanizado del PEEK, para la obten-
cion de una rugosidad superficial adecuada para la dife-
renciacion de células mesenquimales en la fabricacion
de implantes que permitan que dicho implante tenga
mayor probabilidad de ser aceptado por el cuerpo del
paciente, disminuyendo los tiempos de recuperacion 4.

Elrango de rugosidad Ra deseado fuede 1 pm a 3 um,
debido a que este parametro es el descrito en la litera-
tura, y segiin la misma, es el rango de valores de rugo-
sidad Ra en el cual se da una adecuada adhesion de
células mesenquimales y diferenciacion de las mismas
a Osteoblastos. De igual manera, estudios han demos-
trado que ha mayor rugosidad superficial se obtiene a
mayor adhesion de osteoblastos, por esta razon, se
tomaron como valores 6ptimos a buscar, aquellos
valores de rugosidad superiores a 2,5 pm [5 789, 101,

Para lograr este objetivo, se evaluaron las rugosidades
obtenidas por diferentes valores de velocidad de
avance, velocidad de corte y trayectorias escogidas. En
este trabajo se evaluaron dos tipos de trayectorias:
Espiral y Raster. Para cada una de estas trayectorias se
evaluaron los mismos parametros de mecanizado. El
disefio experimental usado fue un diseno de superficie
de respuesta (RSM) de seis puntos centrales. Para la
elaboracion de dicho disefio experimental se elabora-
ron probetas de forma concava y convexa del mismo
radio, las cuales fueron mecanizadas con los mismos
parametros y mismo namero de réplicas para cada tra-
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yectoria escogida, las combinaciones de los factores
fueron iguales para cada técnica de mecanizado y todos
los demas parametros de mecanizados usados fueron
constantes en la elaboracién de las probetas. Para su
mecanizado se us6 la misma herramienta, un inserto
de punta esférica con dos filos de corte, se usé la misma
porta- inserta y la misma maquina CNC, los elementos
aca nombrados se describen en detalle en la seccién de
métodos y técnicas. De esta manera, se busco que nin-
gln otro elemento, excepto los que se deseaban eva-
luar, influyesen en las respuestas obtenidas.

METODOLOGIA

Métodos y técnicas

El material usado para la investigacion es PEEK
KETRON 10009, elaborado y distribuido por la empresa
Quadrant®, el cual es un termoplastico sin refuerzos.
El mecanizado se realizé usando una fresadora CNC
v-20i. La herramienta usada para mecanizar las probe-
tas fue un inserto de copiado intercambiable
KDMBO6MOERLDK115M. El inserto esta elaborado en
un grado de carburo de calidad premiun sin recubri-
miento, disenado para una alta resistencia al desgaste
del filo en materiales no ferrosos, hierro y fundicion.

Se mecanizaron probetas de formas concava y con-
vexa, de radio 6,36 mm cada una. Estas probetas se
muestran en la Figura 1. La medicidén de rugosidades
se realizo haciendo uso de un rugosimetro tactil de
Mitutoyo con un A de 1mm con filtro Gaussiano y un
rango de medida automatico.

Para esta investigacion se realizé un disefio experi-
mental de superficie de respuesta completo para cada
trayectoria escogida. Con esto se busco determinar
valores de velocidad de corte y avance que producen
una rugosidad esperada entre 1 um y 3 upm, ya que
estos valores son del rango 6ptimo deseado para la
adecuada proliferacion de células mesenquimales
segun la literatura (%8 9 101,

27 . J27

(

203

FIGURA 1. Caracteristicas dimensionales de las probetas
usadas en la investigacion

RESULTADOS Y DISCUSION
Para la elaboracién de las respectivas superficies de
respuestas se plantearon los puntos de exploracion
descritos en la Figura 2.

Va(mm/min)

b (1200, 99)
(900, 90
(1500, 50)
- . Ve[m/min)
(900, 75) (1200, 75) (1500, 75)
(900, 60) (1500, 60)
4 (1200,60)

FIGURA 2. Niveles de los factores usados para la superficie
de respuesta para las técnicas 'Raster' y 'Espiral.

Analisis para la técnica Raster

La superficie de respuesta obtenida para la técnica
Raster se muestra en la Figura 3, determinada por la
ecuacion 1. En ella se observa que al aumentar el avance
y la velocidad de corte, la rugosidad Ra aumenta; al
optimizar esta funcion se encuentra que los parametros
de corte donde se encuentra la rugosidad Ra recomen-
dada son: velocidad de avance 1500 mm/min-velocidad
de corte de 90 m/min para la trayectoria Raster, con la
cual se obtiene una rugosidad Ra maxima de 2,7 um.
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Bam) |

Avance (mm,/min)

© M velockdad de corte (m/min)

FIGURA 3. Superficie de respuesta obtenida para la técnica

'Raster’. En variables originales

Ra

Analisis para la técnica Espiral

La superficie de respuesta obtenida para la técnica
Espiral se muestra en la Figura 4, obtenida de la ecua-
cion 2, en la que se observa como al aumentar el avance
y al disminuir Ia velocidad de corte aumenta la rugosi-
dad. Al optimizar esta funcion se puede ver que la rugo-
sidad recomendada se obtiene al mecanizar la superfi-
cie con los parametros de corte: velocidad de avance de
1500 mm/min y a una velocidad de corte de 60 m/min,

BaGm) |

Avance (rmmmin)

~ 1.82473-0.25749Va+0.05432Vc+0.12818VaVc-0.33305Va?-0.4426022Vc? ®

parala cual, se obtiene una rugosidad maxima Ra de 1,6
um. De la superficie de respuesta obtenida se tiene que
para alcanzar el punto 6ptimo (2,5 um) se ha de meca-
nizar la pieza con velocidades de corte menores a 60 m/
min. Al intentar realizar este mecanizado se observo
derretimiento del material y adhesion del material en la
herramienta de corte, por lo cual se concluye que los
parametros de mecanizado para alcanzar el 6ptimo no
son viables para la técnica Espiral.

U Vedockdad de corte (mmin)

FIGURA 4.Superficie de respuesta obtenida para

trayectoria 'Espiral’ en variables originales.

Ra

~11.06711 - 0.19967 Va-0.05578 Vc+0.04882vavc-0.06715 Va?-0.4234622 Vc2

(@)
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CONCLUSIONES

En cuanto a la fabricacion de piezas mediante la tra-
yectoria Raster se concluye que los parametros de
corte recomendados para obtener la rugosidad deseada
para la diferenciacion de células mesenquimales son:
velocidad de avance 1500 mm/min-velocidad de corte
de 90 m/min, debido a que con estos parametros se
obtuvo una rugosidad (Ra) de 2,7 um. Respecto a la
fabricacion de probetas mediante la técnica Espiral, los
parametros de mecanizados recomendados para el
mismo fin son: velocidad de avance de 1500 mm/

min-velocidad de corte de 60 m/min con el cual se
obtiene un Ra de 1,6 pm.

Se observo que con ambas trayectorias se obtiene una
rugosidad dentro del rango recomendado, pero, debido
a que estudios han demostrado que ha mayor rugosi-
dad, mayor respuesta de osteoblastos 5!, se concluye:
para la elaboracién de protesis individualizadas se
recomienda mecanizar la pieza con una trayectoria
Raster con velocidad de avance de 1500 mm/min y
una velocidad de corte de 90 m/min.
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RESUMEN

El quitosano (QT) es un biopolimero que ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo,
demostrando un gran potencial para este proposito. El presente estudio tiene como objetivo desarrollar un sistema
de hidrogel entrecruzable in situ, compuesto de quitosano y nano-particulas de hidroxiapatita (HAP), un equivalen-
te al componente mineral del hueso. El quitosano fue modificado, utilizando reacciones de carbodiimida, con acido
lactobionico y acido azidobenzoico para hacerlo soluble a pH fisiologico y foto-entrecruzable, respectivamente. El
quitosano modificado fue mezclado en diferentes proporciones con HAP, y luego de una corta exposicion a luz UV,
se formaron hidrogeles. Células madre mesenquimales de médula 6sea de rata (MSC) fueron sembradas sobre estos
hidrogeles y cultivadas por 4, 10 y 16 dias, bajo condiciones osteogénicas y no-osteogénicas. A través de ensayos de
proliferacion celular, actividad de fosfatasa alcalina, y microscopia confocal, se observo que la mayoria de las for-
mulaciones soportan la adhesion y proliferacion celular, mostrando importantes interacciones célula-biomaterial,
y una diferenciacion osteogénica temprana destacada en las formulaciones 70:30 y 50:50, QT:HAP. Algunas formu-
laciones del sistema foto-entrecruzable tienen potencial en aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo, y se propone
estudios mas detallados de diferenciacion celular.

PALABRAS CLAVE: Células Madre Mesenquimales; Hidrogeles; Quitosano; Hidroxiapatita; Ingenieria de Tejidos; foto-
entrecruzable.
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ABSTRACT

Chitosan (QT) is a biopolymer that has been used in widely used in bone tissue engineering applications, demons-
trating great potential for that purpose. Therefore, the present study aims to develop an in situ crosslinking hydro-
gel system, composed of chitosan and hydroxyapatite (HAP). Briefly, chitosan was modified, using carbodiimide
chemistry, with lactobionic and azidobenzoic acid to make it soluble at physiological pH and photo-crosslinkable,
respectively. The modified chitosan was mixed with HAP, in different proportions, and later exposed to UV light,
yielding hydrogels. Mesenchymal stem cells, from rat bone marrow, were seeded onto the hydrogels and cultured
for 4, 10 and 16 days, under osteogenic and non-osteogenic conditions. Through cell proliferation and alkaline
phosphatase activity assays, and confocal microscopy, it was observed that the majority of formulations supported
cell adhesion and proliferation, and a significant early osteogenic differentiation in formulations 70:30 and 50:50,
QT:HAP. According to these results, the proposed photo-crosslinking system has potential for tissue engineering
applications, and further specific studies are proposed for cell differentiation.

KEYWORDS: Hydrogels; mesenchymal stem cells chitosan; hydroxyapatite; tissue engineering; photo- crosslinking.
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INTRODUCCION

Eltejido 6seo presenta unalimitada capacidad auto-re-
generativa bajo diferentes condiciones, tales como las
lesiones de gran tamano, baja actividad celular, cancer,
y otras patologias. En estas circunstancias, es necesaria
la bisqueda de soluciones externas como protesis e
injertos biologico (autoinjertos, aloinjertos y xenoinjer-
tos) M, los cuales presentan diferentes limitaciones que
abarcan desde la falta de integracion con el organismo
(osteointegracion) hasta los riesgos de rechazo y trans-
mision de enfermedades 3. La ingenieria de tejidos
nace como una alternativa viable, haciendo uso de
componentes como células (progenitoras o diferencia-
das), factores de crecimiento y diferenciacion, y anda-
mios biofuncionales hechos de biomateriales -2,

En la actualidad los biopolimeros son los principales
biomateriales utilizados en el area de la ingenieria de
tejido 6seo. Esto es en parte debido a la facilidad de
modificacién, a través de la introduccion de grupos
quimicos funcionales o macromoléculas que puedan
conferir propiedades especificas, incluyendo la induc-
cion de actividades celulares de interés, como la adhe-
sion, mitogénesis o diferenciacion “. Por lo tanto,
estos biopolimeros deben ser capaces de adoptar esta
biofuncionalidad, ademas de ser biocompatibles, qui-
micamente estables, tener buenas propiedades meca-
nicas, integrarse con el tejido circundante e inducir la
regeneracion de la zona afectada ¢, Entre los biopoli-
meros mayormente utilizados en aplicaciones biomé-
dicas, se encuentra el Quitosano, y, en el caso especi-
fico de la ingenieria de tejido 6seo, este ha sido combi-
nado con la hidroxiapatita (HAP), un analogo del
componente mineral del hueso.

El QT es un polimero biodegradable derivado de la
desacetilacion parcial de la quitina, proveniente del cito-
esqueleto de los crustaceos. El QT ha demostrado ser
biocompatible y aprovechable en numerosas aplicacio-
nes biomédicas, siendo principalmente utilizado en la
ingenieria de tejido 6seo, a través de la fabricacion de

peliculas, andamios porosos, micro y nano-particulas, y
envariadas formulaciones de hidrogeles ”:#l. Sin embargo,
el QT es soluble a pH acido, dificultando su aplicacion en
ciertos sistemas implantables, especialmente los polime-
rizables in situ. Ademas de esto, generalmente, se utiliza
un agente entrecruzante que puede conllevar ciertos
niveles de citotoxicidad, actuando en detrimento del
aspecto biocompatible del biopolimero. Como conse-
cuencia, algunos investigadores han propuesto el uso de
otros agentes entrecruzantes, y modificaciones que per-
mitan la disolucion del QT a pH fisiologico [ !,

Ono y col. Propusieron la modificaciéon del QT, utili-
zando quimica de carbodiimida, utilizando acido lac-
tobionico para la solubilizacién a pH fisiolégico.
Ademas, incluye, a través del mismo mecanismo, la
modificacién con acido azidobenzoico, permitiendo
que, bajo una corta exposiciéon bajo luz UV, el QT
pueda entrecruzarse y formar hidrogeles tridimensio-
nales estables . El quitosano modificado segtn este
protocolo también ha sido utilizado como base para
recubrimientos activos sobre superficies de Ti6Al4V,
demostrando capacidad de adhesiéon y proliferacion
celular, asi como su diferenciacion osteogénica .

Por otro lado, la HAP ha sido ampliamente utilizada en
aplicaciones biomédicas, debido a su alto grado de bio-
compatibilidad y bioactividad 24, Esta ha sido empleada
en la fabricacion de diferentes sistemas de andamios,
tanto en forma de hidrogeles como en estructuras poro-
sas pre-fabricadas, con potencial para la regeneracion de
tejido 6seo 151, En especial, las formas nano-particuladas
de HAP han demostrado mayor potencial para la diferen-
ciacion osteogénica y osteogénesis in vivo, quizas debido
a una alta actividad superficial, y estrucutra ultrafina que
emula a la estructura mineral 6sea 16171,

La HAP ha sido, a su vez, combinada con el QT para la
fabricacion de andamios biofuncionales y osteoinduc-
tivos. En este sentido, resaltan las membranas de QT y
nano-HAP para guiar la diferenciacion osteogénica de
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células madre mesenquimales '8, De igual manera,
esponjas porosas de ambos materiales han demostrado
potencial para regeneracion 6sea in vivo, a través de
diferentes modelos animales ['-21, A pesar de las venta-
jas y el potencial regenerativo que puedan presentar los
andamios compuestos de QT y HAP, estos general-
mente son fabricados utilizando quitosano nativo, sin
modificacion, limitando asi su uso para aplicaciones de
polimerizacion o entrecruzamiento in situ, dadas las
condiciones de pH. El uso de un quitosano modificado
para ser entrecruzable bajo luz UV, por cortos periodos
de exposicion, y que ademas pueda ser soluble a pH
fisiologico, en combinacién con hidroxiapatita nano-
particulada podria generar hidrogeles polimerizables
in situ con un alto potencial para la regeneracion osea
en zonas de baja demanda mecanica. Mas aiin, estos
materiales “inyectables” podria servir de transporta-
dores (carriers) en terapias de células madre, poten-
ciando ademas el desempeino de las mismas.

Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se
estudia la interaccion entre los hidrogeles de quitosano
fotoentrecruzable y nano particulas de hidroxiapatita
(QT:HAP) con células madre mesenquimales (MSC) pro-
venientes de la médula 6sea de ratas, con el fin de evaluar
su potencial como un material osteoconductivo, inyecta-
ble, en aplicaciones de regeneracion de tejido 6seo en
zonas de baja demanda mecanica. El estudio de las inte-
racciones células- biomaterial cobra importancia puesto
que estas son de vital importancia en el desempeno celu-
lar dentro del proceso de regeneracion tisular .

METODOLOGIA

Elaboracion de los Hidrogeles de Quitosano

modificado: nano-Hidroxiapatita (QT:HAP)

Para la solubilizacién y modificacion quimica del qui-
tosano se utiliz6 el protocolo propuesto por Ono. K. y
colaboradores "; en el cual se funcionaliza el quito-
sano por medio de reacciones de carbodiimida con el
acido lactobionico y acido azidobenzoico para aumen-

tar la solubilidad del quitosano a pH fisiologico y pro-
ducir un hidrogel por fotoentrecruzamiento, respecti-
vamente. Para este proceso se utilizé quitosano con un
peso molecular promedio de 4.3x10° Da. Esta modifi-
cacion fue utilizada previamente en nuestro grupo de
investigacion, demostrando estabilidad del QT modifi-
cado luego de ciclos de esterilizacién, a través de
espectroscopiainfrarroja por Transformada de Fourier,
y resonancia magnética nuclear 2.

En la construccion de los hidrogeles se utilizé una
solucion al 2% p/v del quitosano modificado, disuelto
en agua destilada/desionizada. A partir de la misma se
tomaron alicuotas que fueron mezcladas con cantida-
des determinadas de nano particulas de hidroxiapatita
(HAP) (Sigma-Aldrich); obteniendo las formulaciones
de QT:HAP, 100:0 90:10, 70:30, 50:50 y 30:70 respecti-
vamente. Las mezclas fueron esterilizadas en un auto-
clave durante 15 min, y luego fueron colocadas bajo luz
UV (5000 pJ/cm?) por 2.5 min a fin de inducir el entre-
cruzamiento de las cadenas de quitosano modificado.

Cultivos Celulares Sobre los Hidrogeles

Células madre mesenquimales (MSC) se obtuvieron de
fémures provenientes de ratas Wistar (machos de aproxi-
madamente 9 semanas). Las células aisladas se suspen-
dieron en medio de cultivo o-MEM (GIBCO) con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB; GIBCO) y 10% de antibi6tico y
antimicotico (antibiotic-antimycotic 100X, GIBCO), y se
sembraron en placas de cultivo de 75 cm?. Las células
madre mesenquimales extraidas a través de esta metodo-
logia han sido previamente caracterizadas por citometria
de flujo, corroborando su linaje *?. Una vez que alcanza-
ron un 80% de confluencia, estas fueron desprendidas
enzimaticamente, utilizando tripsina (0.25 % Tripsina 0,1
% EDTA, GIBCO). Al final del segundo pase de prolifera-
cion, las MSCs se sembraron sobre los hidrogeles.

Para los cultivos celulares sobre los hidrogeles, se utili-
zaron placas de 24 pozos, con una formulacién de
hidrogel por pozo. Se utilizaron como control pozos que
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contenian exclusivamente células, sin el hidrogel. Se
sembraron de 5x103 células por cm? sobre los hidroge-
les. Luego, se permitié la adhesion celular por 24 h, y
una vez transcurrido este tiempo se cambid el medio,
esta vez utilizando medio osteogénico [medio a-MEM
suplementado con 10% SFB, 10-8 M dexametaxona
(Sigma-Aldrich), 0.05 mM Acido ascérbico (Sigma-
Aldrich) y 10 mM B-Glicerolfosfato (Sigma-Aldrich)].
Los cultivos celulares se mantuvieron por 4, 10 y 16
dias, realizando cambios de medio de las placas cada
dos dias hasta la fecha de culminacion de cada experi-
mento. Como control, se utilizaron cultivos, durante los
mismos periodos de tiempo, utilizando medio o-MEM
(control negativo de diferenciacion osteogénica).

Determinacion del niamero de células
adheridas a los hidrogeles

Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se descarto el
medio y se reemplazo6 con agua bidestilada estéril. Con
la finalidad de inducir la lisis celular, se sometieron los
hidrogeles con las células a 3 ciclos de congelamien-
to-descongelamiento, y se desintegraron usando un
homogeneizador de tejidos (Heidolph), a 10000 rpm por
3 min, y 4 °C. El ensayo de cuantificacion de ADN se
realiz6 utilizando el método Pico Green® (Invitrogen),
una sonda fluorescente que se adhiere al ADN de doble
cadena. La fluorescencia fue medida a 490 nm de exci-
tacion y 520 nm de emisién en un lector de placas
TECAN, Infinitie200, y se utilizaron soluciones conoci-
das de AADN para realizar la curva patron. El niimero de
células se calcul6 utilizando la cantidad total de ADN
determinado en la muestra, dividido por la cantidad de
ADN contenido en una célula, el cual fue previamente
determinado en el laboratorio en un valor de 3 pg.

Determinacion de la actividad de
fosfatasa alcalina (ALP)

Los lisados obtenidos para el ensayo de cuantifica-
cion de ADN se utilizaron también para la determina-
cién de la actividad fosfatasa alcalina, un marcador de
diferenciacion osteogénica temprana. Este parametro

se midi6 mediante el uso de un ensayo espectro-
fotométrico, el kit empleado fue: “Alkaline Phosphatx
Yellow (pNPP) liquid substrate system for ELISA”,
(Sigma), utilizando p-nitrofenol para realizar una
curva patron. Alicuotas de 80 ul de muestras y de solu-
ciones patron se agregaron en una placa trasparente de
96 pozos, junto con 5 mM MgCl2, 0.5 M de 2-ami-
no-2-metil-1-propanol y 100 ul de la solucion sustrato
(5 mM paranitrofenilfosfato). Después de transcurri-
dos 30 minutos, la reaccién se detuvo mediante la
adicién de 100 ul de 0.1 M NaOH. Se ley6 la absorbancia
405 nm. La actividad de ALP se calcul6 usando la con-
centracion de p-nitrofenol dividida entre el nimero de
células y el tiempo de reaccion (30 min).

Evaluacion de la morfologia celular por
microscopia confocal

Culminados los tiempos de cultivo estipulados, las
muestras fueron lavadas en solucién buffer fosfato
salino (PBS) y fijadas en 3.7% para-formaldehido por 10
min, seguida de lavados con PBS (2 x 10 min cada uno).
Las células se permeabilizaron en 0.1% Triton-X 100 en
PBS por 3 minutos a temperatura ambiente y tres lava-
dos sucesivos en PBS. Se realiz6 el marcaje con 2 unida-
des de faloidina BODIPY FL (Invitrogen), una sonda
fluorescente especifica para los filamentos de actina
del citoesqueleto, diluidas en albumina de suero bovino
(Sigma-Aldrich) (BSA1% en PBS). Por altimo, se realiza-
ron lavados en PBS (3 x 10 min cada uno). Para visuali-
zar las células se utilizo un microscopio confocal
marca Nikon TE200, con longitudes de onda de excita-
cion y emision de 558 y 569 nm, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Elaboracion de Hidrogeles de Quitosano
modificado: Hidroxiapatita (QT:HAP)

Los hidrogeles se realizaron a través del foto-entre-
cruzamiento del QT modificado, encapsulando las
nanoparticulas de HAP en el entramado molecular.
Esto se realiz6 previo al cultivo celular, manteniendo



J. Alvarez-Barreto et al. Cultivo de Células Madre Mesenquimales Sobre Hidrogeles Compuestos de Nanoparticulas de Hidroxiapatita y Quitosano Foto-Entrecruzable 529

los andamios en PBS durante un tiempo igual al esti-
pulado para los ensayos de adhesion y proliferacion
con la finalidad de determinar cuales formulaciones
serian estables durante el tiempo de cultivo. Es impor-
tante destacar que se realizaron otras formulaciones
diferentes a las mostradas, con una mayor cantidad de
HAP (20:80 y 10:90); sin embargo, estos no fueron
estables en el tiempo, notandose una desintegracion
significativa para el dia 10, que puede deberse a un
exceso de HAP que interfiera con el proceso de entre-
cruzamiento de las cadenas de QT. Los hidrogeles con
las formulaciones presentadas mantuvieron su forma
y apariencia (Figura 1), siendo estos incubados a 37°C
en PBS, demostrando que los mismos mantendrian su
integridad durante los 16 dias de estudio.
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FIGURA 1. Hidrogeles de quitosano fotoentrecruzable e
hidroxiapatita a proporciones QT:HAP de 100:0, 90:10,
70:30, 50:50, 30:70, incubados en PBS a 37 °C.

Ensayos de Adhesion

y Proliferacion Celular
Las células madre mesenquimales (MSC), en cada
pase de proliferacién, presentaron una morfologia
fibroblastoide caracteristica que se mantuvo durante
los tres pases de proliferacion (Figura 2). Al momento
de ser sembradas las células sobre los hidrogeles, se
corrobor6 que estas mantuviesen dicha morfologia y
de tener una poblacion suficiente para el estudio,

hecho que se confirmé contando en una camara de
Neubauer, utilizando el método de exclusion de azul
de tripano. Es importante destacar que las MSCs aisla-
das utilizando el protocolo empleado en este estudio
resultaron positivas para marcadores tipicos de este
linaje como el CD90 y CD29 [23],

a) b)

FIGURA 2. Células madre mesenquimales de médula dsea de
rata. Vista directa por uso del microscopio invertido.
Aumento 10X. MSC en (A) segundo y (B) tercer pase deproli-
feracion de las MSC, aproximadamente 80% de confluencia.

Proliferacion y diferenciacion temprana
de las células sobre los hidrogeles

Durante el procesamiento de las muestras con el
homogenizador de tejidos, se observd que tanto los
hidrogeles en medio o-MEM, como los que no tenian
células, se disgregaban en particulas finas; mientras
que los hidrogeles en medio osteogénico fueron mas
dificiles de disgregar. En la Figura 3, se muestra la pro-
liferacion celular obtenida sobre cada una de las dife-
rentes formulaciones. La Figura 3A representa la proli-
feracion celular en medio osteogénico, mientras que la
Figura 3B representa la proliferacion celular en medio
a-MEM, como control negativo de diferenciacion.

La tnica composicion que presenté el mismo com-
portamiento bajo todas las condiciones de cultivo es la
de 90:10, en donde siempre hubo una disminuciéon del
namero de células del dia 4 al dia 10 y un posterior
aumento de las mismas en el dia 16. En general, no se
observan diferencias marcadas en los niveles de proli-
feracion para las diferentes condiciones y formulacio-
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nes, y es importante destacar que él nimero de células
obtenido en cada una de las formulaciones fue mucho
menor a las sembradas en los hidrogeles inicialmente.
Solo se encontré una proliferacion marcada en los
pozos control en medio a-MEM, en donde los valores
obtenidos, luego de 16 dias, fueron aproximadamente
el triple de los iniciales.

La actividad de fosfatasa alcalina se utiliza como un
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marcador de diferenciacion osteogénica temprana 22,
En medio osteogénico (Figura 3C), se observa una acti-
vidad significativamente mayor en el dia 4 para las
formulaciones 90:10, 70:30 y 50:50, con respecto a los
otros tiempos de cultivo (10 y 16) (p< 0.05). En el caso
del medio o-MEM, se observa una aparicion de activi-
dad ALP en los dias 10 y 16, con la excepcién de la
formulacion 30:70, que present6 una actividad signifi-
cativa en el dia 4 (Figura 3D).
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FIGURA 3. Proliferacion celular reportado como el niimero de células en los hidrogeles a diferentes composiciones de QT:HAP a

los 4,10 y 16 dias en medio osteogénico (A) y medio a-MEM (B). Se reporta la actividad de fosfatasa alcalina como un marcador

de diferenciacién temprana, de las células cultivadas sobre los hidrogeles a diferentes composiciones QT/HAP en medio osteo-

génico (C) y medio a-MEM (D). Con n=3 de cada una de las réplicas.
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Evaluacion de la Morfologia Celular e
interaccion con biomaterial

Este ensayo se realizé en cada una de las formulacio-
nes y tiempos de cultivo a fin de evaluar posibles la
interacciones células-biomaterial. En cada una de las
composiciones evaluadas de los diferentes hidrogeles,
se observé una forma cuboidal, y al final de los dias de
experimentacion; se notd la formacion de agregados
celulares. En el dia 4 (Figura 4), se observa que no hay
diferencias en la morfologia de las células, en las dife-
rentes formulaciones. En estas, las células presentaron
numerosos filopodios, y es apreciable un aumento en
la densidad celular superficial (nimero de células por

superficie) a mayores concentraciones de hidroxiapa-
tita en el sustrato (70:30 y 30:70).

FIGURA 4. Evaluacion morfolégica, por medio de microsco-
pia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC
sobre los hidrogeles QT:HAP, dia 4. (A). 100:0, (B). 90:10

(C). 70:30 (D). 30:70, no se pudo obtener imagen en la
composicion 50:50.

Para el dia 10 (Figura 5), se aprecioé una disminucion
en la densidad superficial, pero fueron notables dife-
rentes planos visuales cuando se desarroll6 la micros-

copia confocal; esto es un indicio de que muchas de las
células lograron penetrar la matriz. En este punto, se
continu6 apreciando una mayor densidad celular a mas
altas concentraciones de HAP, particularmente para
30:70; adicionalmente una mayor cantidad de filopo-
dios en todas las concentraciones en comparacion con
las imagenes obtenidas con este sustrato en el dia 4.
Para el dia 16 (Figura 6), la visualizacion de las células
se dificulté para las composiciones 90:10 y 30:70,
haciéndose notable una disminuciéon en la densidad
celular superficial. En esta oportunidad, para las for-
mulaciones 70:30 y 50:50 la morfologia fue mas cuboi-
dal y se observan agregados celulares, hecho que se dio
con mayor preponderancia en los hidrogeles 30:70.

Para ser utilizados en ingenieria de tejidos, los andamios
deben cumplir una serie de condiciones que permitan su
adecuado desempeiio en aplicaciones terapéuticas, tales
como permitir la adhesion, proliferacion y diferenciacion
celular 324, El hidrogel utilizado en este trabajo tiene QT
modificado como componente principal, con la encapsu-
lacién de nanoparticulas de HAP, en distintas proporcio-
nes (90:10, 70:30, 50:50, 30:70), dentro la red polimérica.

Los biomateriales deberan proporcionar microambien-
tes que imiten al nicho fisiologico de las células; en base
a la composicion y estructura de los mismos, se van a
transmitir sefiales especificas, las cuales van a desenca-
denar reacciones bioquimicas 4. El proceso de interac-
cion celular con el material es dindmico y va a depender
de varios factores que van a implicar una respuesta
celular; este proceso se puede dividir en diferentes
eventos. El primer evento es el contacto de la célula con
el medio de cultivo, seguido de la adsorcion de las pro-
teinas de superficie al material; posteriormente ocurre
la fase de contacto de las células, produciéndose de
forma rapida. La fase de adhesion celular se lleva a cabo
en periodos mas largos e involucra moléculas de adhe-
sion y del citoesqueleto (como filamentos de actina), los
cuales van a interactuar para producir una respuesta
bien sea en proliferacion o diferenciacion celular 24,
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Es importante recordar que para la construccion de los
hidrogeles no se utilizé un agente entrecruzante toxico,
como el glutaraldehido, sino que el entrecruzamiento se
llevé a cabo por medio de una reaccién de fotopolimeri-
zacion entre las cadenas del quitosano. Esta reaccion es
posible debido a la modificacion quimica realizada al
quitosano en donde se produce un foto-entrecruza-
miento en presencia de luz UV; ademas de esto, se ha
modificado para hacerlo soluble a pH fisiologico dado
que el quitosano es generalmente soluble en medio
acido; estas modificaciones fueron llevadas a cabo por
medio del uso de un agente intermediario (EDC, N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydro-
chloride), el cual es un activador de los acidos carboxili-
cos presentes en las moléculas de acido lactobionico y

acido azidobenzoico, permitiendo la formacion de com-
puestos intermediarios, y debido a caracteristicas pro-
pias de este reactivo, no forma parte de la estructura
quimica del producto final [0 25261,

Varios autores han reportado fuertes interacciones
entre el QT y la HAP, mostrando que no se presento
separacion de fases; y que, al formar la matriz de QT,
las particulas de HAP quedaban dispersas en la mezcla
de forma uniforme 2734, Sin embargo, en los estudios,
la HAP sintética fue combinada con QT no modificado,
a diferencia del utilizado en el presente trabajo. Estos
hidrogeles de QT: HAP se utilizaron como andamios
para el cultivo de MSC, demostrando gran potencial
para aplicaciones biomédicas.

Xy:20 um

FIGURA 5. Evaluacion morfoldgica, por medio de microscopia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC sobre los
hidrogeles QT:HAP, dia 10. (A). 100:0, (B). 90:10, (C). 70:30, (D). 50:50, (E). 30:70.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, la
eficiencia de sembrado (nimero de células adheridas
sobre el namero de células inoculadas) fue bajo. Esto
puede deberse al hecho de que los biopolimeros son
generalmente materiales inertes, con pocos grupos fun-
cionales, como las aminas, que pueden interactuar con

los receptores de tipo integrina, mediadores de la adhe-
sion celular, afectando asi las interacciones iniciales con
el material 32, Esta propiedad ha sido reportada ante-
riormente por varios autores, quienes han demostrado
que la superficie, composicion, y relieve pueden conlle-
var a la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular
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(33341 La falta de un aumento significativo en el nimero
de células en algunos grupos, también podria implicar,
potencialmente, un proceso de diferenciacion avan-
zado en las etapas tempranas del cultivo.

—
Xy.20 um

Xy:20 um

FIGURA 6. Evaluaciéon morfolégica, por medio de microsco-
pia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC,
sobre los hidrogeles QT:HAP, dia 16. (A). 90:10, (B). 70:30,
(C). 50:50, (D) 30:70. No se observaron células en 100:0.

Es posible que el proceso de osteogénesis in vitro se
haya activado poco después del sembrado sobre los
hidrogeles. Es importante destacar que, in vitro, la pro-
liferacién de las MSC disminuye significativamente
cuando estas se encuentran en un proceso de diferen-
ciacion avanzada 2. Esta hipoétesis de diferenciacion
temprana se corrobora, en muchos grupos, por una
actividad de ALP marcada en el dia 4 de cultivo.

Solo en el pozo control se observo el aumento en la
proliferacion celular sostenido durante el periodo de
tiempo evaluado, el cual es un comportamiento tipico
de las MSC en las cuales no se ha activado la cascada de
diferenciacion osteogénica. Dado que la HAP es un
fosfato de calcio, el cual es considerado como un mate-

rial ceramico bioactivo, su presencia en los hidrogeles
tiende a estimular la diferenciaciéon temprana hacia el
linaje osteogénico, como ha sido demostrado en varios
estudios en donde la HAP produce la formacion de
hueso en procesos in vivo B% 3¢, hecho que queda
demostrado en este estudio, al obtener actividades de
ALP mayores en muchas de las formulaciones con HAP
(90:10, 70:30 y 50:50), con respecto a los controles de
quitosano solo y la placa de cultivo (Figura 3C).

La morfologia de los andamios o sustratos, es un factor
importante para que ocurra el proceso de interaccion
células-biomaterial. Ya en el paradigma de la ingenieria
de tejido 6seo, la cual se basa en el aislamiento y expan-
sion de las MSC que son sembradas en matrices biode-
gradables 135 3¢ Jos biomateriales van a suministrar no
solo el microambiente de las mismas para que permitan
su diferenciacion, sino que pueden contener factores
que lo induzcan. Durante el proceso de osteodiferencia-
cion, las MSC van perdiendo su morfologia fibroblas-
toide para convertirse en osteoblastos de morfologia
cuboidal, formando agregados o nédulos y aumentando
la expresion de fosfatasa alcalina para la posterior mine-
ralizacion de la matriz extracelular 9. Inicialmente las
células presentaron una morfologia diferente a la fibro-
blastica con tendencia a una morfologia cuboidal, indi-
cando un posible proceso de diferenciacion temprana.
En la etapa inicial del cultivo las células se ven extendi-
das sobre las superficies de los hidrogeles con un arreglo
claro de los filamentos de actina, generalmente en para-
lelo, hasta formar filopodios, una senal clara de fuertes
interacciones célula-biomaterial, que se da a través de
los receptores de tipo integrina e interacciones tipicas
debido a cambios morfologicos del citoesqueleto 1“9, Es
dificil definir a este punto qué componente de los hidro-
geles es mayormente responsable por las interacciones;
sin embargo, ha sido ampliamente reportado el papel de
la topografia superficial sobre la adhesién, e incluso
diferenciacion celular. Materiales y superficies nano-es-
tructuradas de HAP son capaces de sostener mayores
grados de diferenciacion osteogénicas 4241,
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Es claro que los resultados de proliferacion, actividad
de fosfatasa alcalina y morfologia celular apuntan
hacia una hipétesis de diferenciacion celular tem-
prana. A futuro, seria interesante estudiar mas a fondo
este proceso de diferenciacion, realizando cultivos por
tiempos menores a los considerados en este trabajo.
Sin embargo, los resultados de este estudio demues-
tran, fuerte interacciones entre las células y los hidro-
geles compuestos después de los 4 dias de cultivo, e
indican una diferenciacion osteogénica significativa,
lo que implica que las formulaciones planteadas
podrian ser utilizadas como hidrogeles foto-polimeri-
zables in situ para la regeneracion de tejido 6seo.

CONCLUSIONES
Los resultados encontrados en el presente trabajo
tanto de proliferacion y actividad de ALP, como los
obtenidos por microscopia confocal se compaginan

para indicar un proceso acelerado de diferenciacion
osteogénica, con fuertes interacciones células-bioma-
terial. Las composiciones 70:30 y 50:50 parecieron ser
las mas apropiadas para proliferacion y diferenciacion.
De esto, se puede concluir que el material compuesto
de QT foto-entrecruzable y nano-particulas de HAP
tiene un gran potencial para ser utilizado como un sis-
tema de hidrogel polimerizable in situ para la regene-
racion de tejido 6seo en zonas de baja demanda meca-
nica. Se propone asi un estudio mas detallado de
caracterizacion del material, y de la diferenciacion
osteogénica utilizando marcadores moleculares.
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ABSTRACT

This article presents an innovation on a conventional laparoscopic instrument, to which was added the automatic
function to identify veins and arteries. It is proposed the use of a reflective-optical sensor with a specific work wa-
velength acting on blood vessels. The discrimination success between veins and arteries is achieved based on the
range of difference between the light emitted and the light reflected. At the tip of a laparoscopic instrument was fit-
ted a reflective-optical sensor composed of a LED and a light dependent resistor. In the upper part of the instrument
an electronic control, processing and radio frequency transmitter module was fitted, which warns the surgeon and
his assistants if the detected blood vessel is a vein or artery. The instrument was tested in vitro using whole human
blood samples and in vivo on canine model blood vessels. With the innovation a low-cost support tool is achieved
that could aid the surgeon when working on minimally invasive environments.

KEYWORDS: Laparoscopy; spectrometry; reflective-optical; wireless; absorption
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RESUMEN

En este articulo se presenta una innovacion realizada a un instrumento laparoscépico convencional, en la que se
agrega la funcionalidad de identificacion automatica de venas y arterias. Se propone la utilizacién de un sensor 6pti-
co-reflexivo con longitud de onda especifica, que actiia sobre los vasos sanguineos. El éxito de discriminacion entre
venas y arterias se logra en funcion del rango de la diferencia entre la luz emitida versus la reflejada. A la punta de
una pinza laparoscoépica le fue adaptado un sensor 6ptico-reflexivo compuesto por un LED y una foto-resistencia.
En la parte superior de la pinza, sobre el manipulador se adapt6 un moédulo electronico de control, procesamiento
y transmision por radio frecuencia, el cual da aviso al cirujano y a sus asistentes si el vaso sanguineo detectado es
vena o arteria. El dispositivo fue probado in vitro utilizando muestras de sangre entera humana e in vivo sobre vasos
sanguineos de modelo canino. Con la innovacién se logra una herramienta econémica de apoyo para el cirujano que
se desempeiia en ambientes minimamente invasivos.

PALABRAS CLAVE: Laparoscopia; espectrometria; 6ptico-reflectivo; inalambrico; absorcién.
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INTRODUCTION

In traditional surgery, skin layers are literally cut to
access the abdominal cavity of the patient, thus leading
to postoperative discomfort, large scars and extended
recovery times. In response to these disadvantages, min-
imally invasive surgery appeared ™, which is oriented to
developing techniques allowing minimal intervention in
the physiological structure of the subject ©. This is
achieved by accessing the interior of the human body by
making small incisions between 5-15 mm in diameter
through which laparoscopic instruments (i.e. forceps,
graspers, cauterizers, extractors, cameras, etc.) are intro-
duced. One of the problems in laparoscopic surgery
occurs when surgeons mistakenly cut arteries 3¢, The
National Practitioner Data Bank (NPDB) mentions that
during the 1990-2004 period, there were 191,804 medi-
cal errors that took place just in the United States of
America, of which 67% were attributed to qualified sur-
geons 7!, The deaths or consequences caused by these
errors give as a result very high compensation fees . In
Mexico, traditional (i.e. non-laparoscopic) surgeons must
observe the NOM-026-SSA3-2012 regulation 9, which
stipulates all procedures for the practice of major outpa-
tient surgery 2. However, the real scenario is not very
encouraging since overpopulation of pending surgeries,
poor quality of equipment in the facilities, stress of the
activity itself, and communication errors among the par-
ticipants, involves developing alternative methods in the
field to avoid accidentally cutting any artery. One of
these processes is the thorough search of the physiologi-
cal connection of the artery in question, which increases
the time, costs and stress, and the challenge is even
greater in a laparoscopic environment. Nevertheless, in
the scientific literature, some proposals of devices
designed to detect anatomical structures before per-
forming some dissection in laparoscopic environments
can be found. Most of these proposals usually implement
somewhat complex devices and/or algorithms such as:
standard and infrared cameras (i.e. infrared charge-cou-
pled detectors), standard and infrared light sources, light
filters, software and hardware for image processing,
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standard and infrared monitors etc., which could make
these systems more expensive to bring to the market, not
to mention that many do not have the capacity to differ-
entiate between veins and arteries '3, This article pres-
ents the innovation made to a conventional laparoscopic
instrument (termed identifier), in which an automatic
function of veins and arteries identification is adapted,
using the light reflection technique "+ '), The identifier
was tested in vitro with whole human blood samples and
in vivo directly on canine model blood vessels.

METHODOLOGY

Hardware

As shown in Figure 1, a 5 mm WISAP laparoscopic for-
ceps model MAI905330 was fitted with a reflective-op-
tical sensor (ROS) composed of a LED and a light depen-
dent resistor (LDR) VT43N2. On the upper part of the
forceps, an electronic module composed of: an Arduino
micro ATmega328 (uC) card, a radio frequency trans-
ceiver NRF24L01 (RFT), and a force sensitive resistor
FSR-0.6 (FSR) were adapted to the manipulator.

FIGURE 1. A laparoscopic forceps showing the adaptation of
the electronic components. (A) RF Transceiver, (B)
Microcontroller, (C) Force Sensor Resistor and
(D) Reflective-Optical Sensor

When the surgeon presses the FSR with his thumb
from the forceps manipulator, the LED of the ROS emits
a light with a certain wavelength that impinges on the
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blood vessel to be identified either as an artery or as a
vein. The LDR registers the light reflected from the
blood vessel, converting it into voltage, which is col-
lected by one of the analog inputs. The nC processes the
data using a decision algorithm programmed in C++,
which is explained in section “Automatic Detection”.
The decision made, whether it is a vein or an artery, is
transmitted wirelessly to a receiver module via the RFT
using a carrier frequency of 2.4 GHz with the intention
that all the team involved in the surgery to be aware of
the identification of the blood vessel. The receiver mod-
ule also contains an RFT connected to a uC, which
receives the decision and communicates it to the surgi-
cal team in an audible and visual manner. The receiver
module activates a buzzer with an audible frequency of
250 Hz for veins and 1600 Hz for arteries, both with a
duration of 250 ms. In addition to this, an RGB LED is
issued by emitting a red or blue color if the blood vessel
is identified as a vein or an artery, respectively. If the
identifier is inactive or is in an indeterminate situation,
the RGB LED emits a green light. Figure 2 schematically
shows the transmitter and receiver modules.

Transciever g Transciever g
NRF24L01 NRF24L01

. . RGB
LED

| ‘% Buzzer

a) b)

FIGURE 2. The components of (A) transmitter module that
was mounted on the conventional laparoscopic instrument
and (B) receiver module which can be remotely placed so
that all the surgical team can see or hear the decision made
on the blood vessel.

RESULTS AND DISCUSSION
In Vitro Tests

The identifier was tested with 5 venous blood sam-
ples and 5 arterial blood samples, which were taken

from 10 different adults who went to a general hospital
in northwest Mexico for different clinical reasons.
Blood samples were placed in 3 ml vials and placed
inside a dark chamber to test the identifier, and to
avoid that the light emitted or read by the ROS was
contaminated by other surrounding light sources (i.e.
noise). The time, from the taking of the blood sample,
its placement in the dark chamber, and the test with
the optical-reflective device, was not more than 20
minutes to avoid the degradation of the sample.

Previous studies have shown that hemoglobin (Hb)
and oxyhemoglobin (HbO,) exhibit different levels of
radiation absorption at different wavelengths of light.
It has been observed in vitro experiments that up to
about 600 nm the absorptions between Hb and HbO,
are very similar, making it difficult to differentiate
them. However, the absorption becomes much more
differentiated from the wavelength of red light (about
650 nm) to the wavelength of infrared light (about 950
nm) [14.16,171 Based on these fundamentals, the identi-
fier was tested with each of the blood samples using
yellow light (A = 620 nm), orange (. = 670 nm), red (A =
750 nm) and infrared (A = 850 nm). Figure 3 shows the
results of these tests.

Yellow <e=Orange ==e=Red ==e=IR

990

940

Venous Arterial

890

840

790 '\./’“’\./'\

Values from the A/D converter

740

Whole blood samples

FIGURE 3. Digital values obtained by the A/D converter of
the reflected light captured by the ROS of each wavelength
incident on each blood sample. Left of the vertical dashed
line is venous blood and the right of the line corresponds to
arterial blood.
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The first 5 samples correspond to venous blood and the
remaining 5 to arterial blood. It can be observed that as
the wavelength increases, the separation (in magnitude
order) of the reflected light readings between the veins
and arteries decreases. It can also be observed, for exam-
ple, that the reflected yellow light is the one that could
best discriminate between veins and arteries. This can
also be seen in the statistics presented in Table 1.

TABLE 1. Central-tendency statistics of the results (i.e. deci-
mal representation of the output binary values of the A/D
converter) obtained from the ROS tests with 4 different
wavelengths, applied to the 'in vitro' venous and arterial
blood samples.

Max Min Mean S.D. C.V. Median

Venous

(n=35)

Yellow 989 964 981 10 0.011 983
Orange 800 790 796 6 0.007 800
Red 782 775 779 3 0.004 780
IR 752 749 750 1 0.002 750
Arterial

(n=5)

Yellow 880 790 824 39 0.047 801

Orange 781 775 779 2 0.003 780
Red 785 775 779 4 0.005 780

IR 751 749 750 1 0.001 750

Max = maximum value; Min = minimum value; S.D. = standard
deviation; C.V. = coefficient of variation; IR = infrared.

If we compare, for example, the means or medians of
each reflected light, it is seen that there is sufficient sep-
aration, in orders of magnitude, between veins and
arteries corresponding to the yellow light and that as the
wavelength increases, the separation, in orders of mag-
nitude, of statistics between veins and arteries drasti-
cally decreases, making it difficult to discriminate. It is
also noted that data dispersion, such as standard devia-
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tion and coefficient of variation, are higher in arterial
blood than in venous blood for reflected yellow light.

In Vivo Test

Following the NOM-062-Z00-1999 08 191 yeterinarian
surgeons performed an open surgery in vivo of pelvic
abdominal type on a 5 years old male canine model. The
identifier was tested using yellow (A = 620 nm), orange (.
= 670 nm), red (. = 750 nm) and infrared lights (A = 850
nm) over 4 different blood vessels on the abdominal cav-
ity of the canine model, previously identified by a veter-
inarian physician as veins (n = 2) and as arteries (n = 2).
The surgeon placed the ROS of the identifier perpendic-
ularly on the surface of each blood vessel (i.e. 2 veins and
2 arteries) and took readings for each reflected light color
on 12 different points of the vessels. Therefore 2 vectors
of 12 readings for veins and 2 vectors of 12 readings for
arteries were obtained. Then, the 2 vein readout vectors
and the 2 artery readout vectors were averaged sepa-
rately to obtain a single data vector (n = 12) for vein and
a single data vector (n = 12) for artery. It can be seen on
the graphs in Figure 4 that the yellow and orange
reflected lights follow a similar pattern, although it can
be noticed that the orange light is the best to make the
differentiation between veins and arteries.
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FIGURE 4. Averaged digital values obtained with the A/D
converter of each reflected light from the blood vessels in
the canine model, captured by the ROS. The left side of the
vertical dashed line corresponds to venous blood and the
right side to the arterial blood.
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The statistics of these results, shown on Table 2, also
show important differences that could be used to automat-
ically differentiate a vein from an artery. For example, by
establishing cutting points, thresholds or ranges between
the minimum values of light reflected from the veins and
the maximum values of light reflected from the arteries.
This idea is explained in more detail in next section.

Automatic Detection

To differentiate between veins and arteries, it was
decided to work with the orange light (A = 670 nm),
since this was the light that showed a wider range of
values between the minimum value of the light
reflected from the veins and the maximum value of the
light reflected from the arteries without overlaps. In
other words, in all cases of wavelengths tested, with
exception of the orange light, local minimum values
(Figure 4) or minimum mean values (Table 2) of light
reflected from veins were sometimes observed as
being below local maximum values or maximum mean
values of light reflected from arteries (i.e. overlapping
values), respectively. Conversely, local maximum val-
ues or maximum mean values of reflected light from
arteries sometimes were above local minimum values
or minimum mean values of light reflected from veins,
respectively. These characteristics of the orange light
allowed establishing a better margin to perform the
automatic separation between veins and arteries.
Figure 5 shows the thresholds (i.e. cutting points)
established between the values zone corresponding to
the veins and the ones that correspond to the arteries,
estimated by using the following Equations:

CPV - ‘fV - 30'V (1)
CPA = XA + 3O-A (2)
Where:

CP, = Cutoff point or threshold that defines the zone
to classify a blood vessel as a vein.

CP, = Cutoff point or threshold that defines the zone
to classify the blood vessel as an artery.

X, = Mean of the data vector of the reflected light by
the veins, digitalized with the A/D converter.

X, = Mean of the data vector of the reflected light by
the arteries, digitalized with the A/D converter.

o, = The standard deviation of the data vector of the
reflected light by the veins, digitalized with the A/D
converter.

o, = The standard deviation of the data vector of the
reflected light by the arteries, digitalized with the A/D
converter.

Veins
T 630 o
5 N,
? / \.,._-\./ oo, CPv=600
o 610 \./\ !
E’ |
€ 590 o
S CPA= 505 \ Indeterminate

' ~e

3 570 :./ \ . A
B 55 ; " Nem ot \
b} Arteries o=\,
Z 530

123456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24
Reading number

FIGURE 5. Cutting points (horizontal dashed lines) marking
the regions for the classification of the veins and arteries,
CP, and CP,, respectively. The shaded region between both
CP is defined as indeterminate zone.

The means and medians of most of the values measured
by the identifier from the different reflected wavelengths
in the tests performed both in vitro (Table 1) and in vivo
(Table 2) showed very similar values, therefore a good
degree of symmetry can be assumed in the data
distribution functions. Thus, the standard deviation in
equation (1) and (2) is multiplied by a factor of 3 to prevent
the probability that any future measurements performed
by the identifier tend to deviate too far from the means.
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TABLE 2. Central-tendency statistics of the results (i.e. deci-
mal representation of the output binary values of the A/D
converter) obtained from the ROS tests with 4 different
wavelengths, applied to the ‘in vivo' canine model.

Max Min Mean S.D. C.V. Median

Venous
(n=12)

Yellow 527 502 522 7 0.013 523

Orange 631 608 619 6 0.010 619
Red 594 532 572 22 0.038 583
IR 210 209 210 0 0.002 210
Arterial
(n=12)

Yellow 509 480 492 9 0.017 491

Orange 575 536 557 13 0.023 557

Red 523 456 497 19 0.039 501
IR 211 208 209 1 0.004 209
Max = maximum value; Min = minimum value; S.D. = standard

deviation; C.V. = coefficient of variation; IR = infrared.

This way, once the ROS picks up the reflected light
from a blood vessel and inputs it to the pC, this
processes the digitalized data by the A/D converter
through an algorithm programmed in C++ and decides
if the reflected light comes from a vein or from an
artery, following the flowchart and conditions shown
on Figure 6 and Table 3, respectively.

TABLE 3. Reading conditions.

Condition Assigns Identified as
If A/D value > 600 00000001 Vein
If 595 < A/D value < 600 00000000 Indeterminate
If A/D value < 595 00000010 Artery
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Start
4
ADC

595 = =600

Ve Write data

0000 0001

Write data
0000 0010

595>, <600

\ 4

Write data
0000 0000

\

\ 4

RF sends data

FIGURE 6. Flowchart describing the logic executed by the uC
in the transmitter module. The photo-resistor voltage of
the ROS is read by the ADC and assigned to an integer
variable called "Value”, which is compared with CP, (i.e.
600) and CP, (i.e. 595) thresholds. The result is written in
an 8 bits register called "data” and sent to the receiver
module via the radio frequency module.

In other words, if the A/D value delivered to the pC is
equal or greater than the CPV threshold (i.e. 600) then
the binary number 1 is sent through the RFT transmitter
to the receiver module. The uC of the receiver module,
also programmed in C++, once received the binary
number, executes the algorithm following the flowchart
and response decision shown on Figure 7 and Table 4,
respectively, activating the buzzer with an audible
frequency of 280 Hz and turning on the red color of the
RGB LED to alert the surgeon and medical staff that a
vein has been detected. If the A/D value is equal or lower
than the CPA threshold (i.e. 595) then the binary number
2 is sent to the receiver module. Then, the uC of the
receiver after receiving the binary number 2 executes
the response conditions by activating the buzzer with an
audible frequency of 1600 Hz and turning on the blue of
the RGB LED, to alert the surgeon and medical staff that
an artery has been detected. If the A/D value reaching
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TABLE 4. Response conditions.

Binary

Condition Buzzer RGB LED
Number
00000001 If data == 280 Hz Red
00000000  If data == Indeterminate Green
00000010  If data== 1600 Hz Blue
Start
\4
RF receives
00000010 0000 0001
¥ data !
Buzzer ON
1600 Hz. | 00000000 B;;ff,:g”
Buzzer OFF
Y \ \ 4
Blue led Green led Red led

ON ON ON
y

4

End

FIGURE 7. Flowchart describing the logic that executes the
MC of the receiver module. When the RF module receives
the discrimination value from the RF transmitter, it passes
it to the microcontroller which writes it to a variable called
"data”. Then it compares it with three different values sto-
red in registers of 8 bits and depending on it activates the
PWM outputs to turn on the buzzer or the digital outputs to
turn on the LED, as the case may be.

the receiver module is higher than 595 or lower than
600, then there is no sound and only the RGB LED green
is on, informing the surgeon and medical staff that it
was unable to identify the blood vessel as either a vein
or an artery. Sound or visual warning to the surgeon and
his assistants, on the identification of the blood vessel,
is with the intention that the most experienced of the
medical team can help in the confirmation of the
identification of the blood vessel; the less experienced
can be trained and the students learn. The full identifier
device is shown in Figure 8.

FIGURE 8. Panoramic view of (A) the lateral and (B) top of

the laparoscopic device.

In this research work, 4 light wavelengths emitted by
the identifier’s ROS were tested, aiming them to hit over
different in vitro and in vivo blood samples, with the
purpose of observing the reflective responses and assess
the feasibility for them of being used to discriminate
between venous and arterial blood. The in vitro tests
showed that both yellow and orange lights (i.e. A = 620 nm
and A =670 nm, respectively) deliveragood discriminatory
response, although the tests were performed using non-
pulsatile arterial blood and by controlling the interference
of the surrounding light (i.e. noise).

On the other hand, the in vivo tests showed that the
best wavelength to differentiate veins from arteries was
the orangelight (i.e.A=670nm), even without controlling
other surrounding light sources (i.e. noise) in the
surgicalroom. Once thereading and response conditions
were programmed into the identifier, this was blindly
tested on different arteries in the canine model, without
generating any erroneous identification of veins or
arteries. The proposed identifier should be tested in
other specimens in vivo in laparoscopic surgeries for
better validation. The behavior of different identifier’s
ROSs (i.e. different wavelengths of light) should also be
studied when exposed to the light sources during
laparoscopic surgeries in vivo. These experiments are
contemplated to be carried out in future works.
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The veins and arteries identifier prototype is under
experimentation and still has several practical
limitations. Normally, 3 or 4 incisions are performed in
laparoscopic surgery where the ports are inserted,
which are used to channel the different surgical
instruments. Sometimes it is necessary to exchange
instruments through the ports, so up to now the
prototype is intended for the surgeon to use it every
time he hesitates if what he tries to cut is a vein or an
artery. For now, the surgeon would have to decide
whether to give a higher priority of use to the identifier,
and dedicate one of the ports only for the manipulation
of the identifier. Otherwise, the surgeon would have to
be alternating between the use of the identifier and
other laparoscopic instruments whenever he deemed
itnecessary. Otherimportant aspectsare the protection
and sterilization of the identifier. All electronic
circuitry must be encapsulated in such a way that they
must be immune to possible spills of liquids, gases or
bodily fluids; but should also allow sterilization using
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conventional methods such as ethylene oxide,
hydrogen peroxide, or glutaraldehyde.

CONCLUSION
We were able to prove that with an economic and
simple reflective-optical sensor adapted to a
conventional laparoscopy device, it is possible to
differentiate between venous and arterial blood
vessels, which would assist the practice of minimally

invasive surgeries.
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RESUMEN

Objetivo: Analizar el efecto del microgranallado superficial como tratamiento experimental de regeneracion, en la
resistencia flexural y esfuerzos residuales de una Zirconia Y-TZP, una vez ha sido alterada con otros tratamientos
mecanicos como microarenado y fresado. Métodos: Un total de 75 probetas de Zirconia Y-TZP fueron divididas en
cinco grupos n=15 y sometidas a tratamientos de superficie asi: fresado y microarenado (Grupos 2 y 4) microare-
nado + microgranallado y fresado + microgranallado (Grupos 3 y 5), y comparadas con un grupo control (Grupo 1),
mediante Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia electronica de barrido (SEM), Microscopia confocal (CLSM)
y sometida a falla en maquina universal de ensayos. Resultados: Los grupos de microgranallado y microarenado
presentaron un aumento significativo de la resistencia flexural p=0.0082 con relacion al grupo de fresado. Las me-
diciones mediante DRX no mostraron relacion estadistica con los cambios en la resistencia flexural. Significancia:
Es posible que el microgranallado se considere un tratamiento para regenerar las propiedades mecanicas reducidas
por fresado o arenado en la Zirconia Y-TZP.

PALABRAS CLAVE: Zirconia, Microarenado, Y-TZP, Transformacion de Fase, Ceramicas Dentales, Andlisis de Esfuerzos Residuales
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ABSTRACT

Objective: To analyze the effect of surface micro shot peening as an experimental regeneration treatment on the
flexural strength and residual stresses of a Y-TZP Zirconia, once it has been altered with other mechanical treat-
ments such as micro sandblasting and milling. Methods: A total of 75 Zirconia Y-TZP specimens were divided into
five n = 15 groups and subjected to surface treatments such as: milling and micro sandblasting (Groups 2 and 4)
micro sandblasting + micro shot peening; and milling + micro shot peening (Groups 3 and 5), compared to a control
group (Group 1), by X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), confocal microscopy (CLSM) and
subjected to failure in a universal testing machine. All the results were compared to find a statistical relationship be-
tween them using a mixed linear model and Tuckey. Results: The groups of micro shot peening and micro sandblas-
ting presented a significant increase of the flexural strength p = 0.0082 vs the milling group. The XRD technique is
not related to flexural strength measurements. Significance: It is possible that the micro shot peening be considered
a treatment to regenerate the mechanical properties reduced by milling or sandblasting in Zirconia Y-TZP.

KEYWORDS: Zirconia, Sandblasting, Y-TZP, Phase Transformation, Dental Ceramics, Dental Stress Analysis/Methods, Surface

Properties
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INTRODUCCION

La zirconia tetragonal policristalina estabilizada par-
cialmente con Itrio o zirconia Y-TZP de uso odontolo-
gico, es un material usado para restauraciones indivi-
duales y multiples en rehabilitacion [, que usualmente
en la practica clinica es retocado superficialmente
mediante instrumentos rotatorios a alta velocidad con
fresas diamantadas en busca de una 6ptima adapta-
cion y/o erosionado con particulas amorfas de ALO,,
SiC entre otros, a presiones de aire variables, para
generar microtexturas que favorezcan la adhesion.
Estos procesos conocidos como fresado y microare-
nado respectivamente, logran deformar la superficie
del material, generando cambios de fase de tetragonal
a monoclinica (t — m) en la estructura cristalina
superficial, microgrietas, esfuerzos residuales y cam-
bios en las propiedades mecanicas del material.
Estudios anteriores han demostrado que el fresado
puede llegar a generar cambios de fase a una profundi-
dad de hasta 4 ym ®. De hecho, otros autores han
demostrado que al fresar la superficie se pueden gene-
rar grietas de hasta 15 pm de profundidad y de gran
extension dependiendo del tipo de herramienta utili-
zada en el proceso B34,

Por otro lado, también se ha establecido que el cam-
bio de fase t — m, puede ser generado por abrasion de
microarenado 57, generando una disminucion de la
resistencia flexural del material y por consiguiente
una disminuciéon de su confiabilidad a largo plazo 9.
La severidad del dafio, medido en la cantidad relativa
de granos cambiados de fase t — m se incrementa a
mayor presion y tamano de particula ", al igual que
en el fresado con instrumento rotatorio a alta veloci-
dad a mayor tamafio del grano diamantado y presion
ejercida durante el proceso 18],

De cualquier modo, una vez presentes las alteraciones
en la superficie, ya sean cambios de fase t — m, la
generacion de microfracturas de diferente extension y
profundidad o una combinacion de las dos, se generan

esfuerzos residuales de tension y compresion a profun-
didades variables que pueden afectar el comporta-
miento mecanico del material 921,

La mayoria de los estudios 2! relacionan directa-
mente la cantidad de fase monoclinica en el material
con una notable disminucion de su resistencia flexu-
ral. Asi mismo, otros estudios aseguran que el porcen-
taje de fase monoclinica se incrementa con el fresado
[-4.1119] "y 13 abrasion por microarenado 519,

Por ello, se ha buscado un tratamiento que sea capaz de
regenerar el material mediante tratamientos térmicos a
diferentes temperaturas, tratando de devolver los gra-
nos a fase tetragonal o disminuyendo los esfuerzos resi-
duales en las microgrietas a nivel superficial 2°3°, pero
no han sido probados tratamientos mecanicos superfi-
ciales experimentales para tratar de contrarrestar los
efectos producidos por el fresado y el microarenado.

A diferencia del microarenado, el microgranallado se
realiza con esferas o perlas de Al O,, SiC entre otros, lo
cual no genera erosion superficial, sino un frente de
deformacion a profundidades variables dependiendo el
tamafio de las perlas, presion de aire, distancia y
tiempo utilizados. Las grietas se establecen siempre en
los limites de grano en la superficie de los materiales
policristalinos, propagandose antelas cargas y haciendo
que el material falle. Cuando no existe limite de grano
en la superficie, es mas dificil que se genere una grieta
y por tanto mas dificil es su propagacion 3132,

Al alterar mecanicamente la superficie de un mate-
rial, se crea una capa amorfa deformada plasticamente
carente de limite de grano, que se conoce como white
layer, la cual puede tener un espesor en profundidad
variable de hasta de 40 pm dependiendo del tipo de
tratamiento superficial realizado. Cuando la deforma-
cion superficial es causada por una herramienta de
corte, el white layer se limita a maximo 5 pm de pro-
fundidad, lo cual no es suficiente para generar cam-
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bios en las propiedades mecanicas del material. Por
otro lado, cuando el white layer es generado mediante
microgranallado, puede tener mas de 40 um de pro-
fundidad siendo capaz de cambiar los valores de resis-
tencia flexural del material.

El objetivo de este estudio fue evaluar las caracteristicas
morfologicas, esfuerzos residuales y resistencia flexural
in vitro de la zirconia Y-TZP de uso odontolégico some-
tida a diferentes tratamientos de superficie después de
sinterizado, y un protocolo de regeneracion mecanica.

METODOLOGIA

Se fabricaron 75 probetas siguiendo la norma ISO
6872:2008 “Dentistry. Ceramic materials” NTC 4488 133,
con medidas 4 mm en ancho, 3 mm en espesor y 24 mm
de largo de Y-TZP 3-5% molar de uso odontologico, a
partir de bloques YZ 40/19 de VITA Zahnfabrik © para
maquinado CAD/CAM en fase monoclinica, con una
sierra de precision “ISOMET 1000” de BUEHLER @, Una
vez cortadas, fueron secadas y llevadas a un horno de
sinterizacion Zyrcomat VITA Zahnfabrik®, siguiendo las
indicaciones del fabricante a 1530°C en coccion clasica.
Posterior al sinterizado, se lavaron con alcohol al 70%
por 20 minutos, se secaron con algodon y se constituye-
ron como la condicion de base para asignarlas aleatoria-
mente a los grupos de estudio segtn la Tabla 1.

TABLA 1.Seleccion de tratamientos, con la descripcion del
mecanizado inicial realizado y si se le hizo o noun
posterior microgranallado.

Control F F+ A A+

Solo
sintetizado

Sin
tratamiento

Fresado punta
diamantada
25-40 um
Poca presién
Alta irrigacién

Sin tratamiento
experimental

Fresado punta
diamantada
25-40 um
Poca presion
Alta irrigacion
+
Tratamiento
experimental
Microgranallado
con fines de
regeneracion

Arenado Al,0; con
fines de
mejoramiento de la
cementacion

Sin tratamiento
experimental

Arenado Al,03 con
fines de
mejoramiento de la
cementacion

+
Tratamiento
experimental

Microgranallado
con fines de
regeneracion

A cada grupo le fueron asignadas 15 probetas a las cuales
se les realizo el tratamiento respectivo al inicio del estudio.

Grupo Control: solo sinterizado. Grupos “A” y “A+”: se
les realizé un microarenado con particulas de Al,O, a
50 um, por 20 segundos a una distancia de 10 mm con
una presion de 4.5 bares como recomiendan otros
autores 101214 con un arenador de laboratorio
EasyBlast® BEGO GmbH®.

Grupos “F” y “F+”: se les realiz6 mecanizado con ins-
trumento rotatorio diamantado, “Zircon Diamond Bur”
® de Strauss&Co®, a 330.000 revoluciones por minuto
con turbina neumatica de uso odontolégico con refri-
geracion por agua, durante 7 segundos a una presion
constante de 60 gramos +/- 5 (0,5884 Newton), sobre
una mesa de movimiento automatizado por control
numérico computarizado (CNC).

La turbina neumatica fue previamente ajustada a una
presion de 35 bar para garantizar su maxima velocidad
de 330.000 RPM. Para controlar la presion ejercida de
la turbina se cre6 un soporte mévil con contrapesos, y
se monto6 cada probeta en un soporte especial adherido
a una microgramera AWS® sensible a décimas de
gramo. Los contrapesos se graduaron para cada pro-
beta para que la fuerza ejercida registrada fuera siem-
pre 60g +/-5g. (Ver Figura 1)

FIGURA 1. Diagrama esquematico del montaje para el meca-
nizado de las muestras.
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Para garantizar el tiempo del fresado, se mont6 todo
el sistema sobre una mesa con movimiento automati-
zado (CNC) EMCO® de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de Colombia, programada para
hacer tres movimientos de ida y regreso de 5 mm en eje
Y, a una velocidad de 400 mm/min.

Adicional a los tratamientos iniciales, se probaron dos
tratamientos experimentales de regeneracion por
microgranallado con perlas de Al O, de 45 pm de dia-
metro (320Mesh) de alta pureza (al 98.5%) Military
Standard MIL-STD 1504 B.

Para ello a los grupos “F+” y “A+” se les realizé micro-
granallado a una distancia de 10 mm por 10 segundos a
una presion constante de 4.0 bar, usando el mismo
protocolo de microarenado.

A cada grupo se les realiz6: Difracciéon de rayos X
(DRX) para analisis y medicion de esfuerzos residuales
en dos direcciones de Phi (®) 0° y 90° (®); Microscopia
electronica de barrido (SEM) para verificar la presencia
de granos a nivel superficial, y Microscopia confocal
(CLSM) para cuantificar la rugosidad, en las areas
mecanizadas y en el centro de los controles. Todas las
probetas fueron sometidas a falla de tres puntos en
maquina universal de ensayos inmediatamente des-
pués de los respectivos tratamientos 5%, y por iltimo,
se realiz6 un segundo analisis mediante (SEM) en las
superficies fracturadas después del ensayo de falla,
para comprobar la existencia o no de una capa de afec-
tacion plastica similar al white layer.

Para el analisis de esfuerzos residuales por DRX, se
tomé el pico 10 del patrén Yashima, Masatomo,
Tsunekawa, Shin, Acta Crystallographica, Section B, 61,
161-164, (2006) 134, correspondiente al plano 0 2 2, y se
realizd barrido para esfuerzos residuales con tubo
emisor de Cobre, K-Alfa; tension 45kV; 40mA, de
61,004° a 64,996° con 7 mediciones en 0° ® y 7 medi-
ciones en 90° @ (Ver Figura 2), con tamafo de paso de

0.0262. El pico seleccionado ha sido utilizado para
analisis de esfuerzos residuales en este material en
investigaciones anteriores 135, debido a que es claro y
se encuentra alejado de otros picos que dificulten su

medicion [36-38],

FIGURA 2. Diagrama esquematico de las mediciones de
esfuerzos residuales por DRX, a 0%y 900 ®.

Para el primer analisis de superficie SEM, se tomaron
imagenes a 4.000, 6.000, 12.000 y 24.000X, siempre
dentro de las areas con tratamientos y en el centro de
las probetas en caso de los controles mediante un
Microscopio Electronico de Barrido FEI™ Quanta 200-
r® del Laboratorio Interfacultades de Microscopia
Electronica de la Universidad Nacional de Colombia, a
bajo vacio y sin recubrimiento.

Para el analisis de rugosidad, se realizaron medicio-
nes mediante CLSM a 50 y 100x en un rango de entre
20 y 50 um segun el tipo de maquinado y rugosidades
propias de cada proceso, con un intervalo de paso de
0.25 pm.

Para evaluar cuantitativamente la resistencia flexural
del material, se utilizaron rodillos de apoyo de 5 mm
(0,2 mm) de diametro situados de manera que sus
centros estuvieran separados una distancia de 20 mm
(x 0,5 mm); la carga se aplicoé en el punto medio de la
distancia entre los apoyos, por medio de un tercer rodi-
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llo de 5 mm (+ 0,2 mm) de diametro. Los rodillos fueron
de acero templado con una superficie lisa con una rugo-
sidad Ra inferior a 0,5 um. Se aplic6é una velocidad de
avance del cabezal de 1 mm/min en maquina universal
de ensayos Shimadzu®, Autograph AG-IS 5KN®,

Una vez realizados los ensayos de falla, se procedi6 a
realizar un segundo analisis cualitativo SEM en el
angulo que conforma la superficie fracturada con la
superficie propia de la muestra en el area tratada expe-
rimentalmente para determinar la presencia o no
deformaciones plasticas y su profundidad.

Mediante un modelo lineal mixto y método de Tuckey,
se busco establecer una relacion estadistica entre los
valores del analisis de esfuerzos residuales por DRX y
los de resistencia flexural. Los resultados de SEM y
DRX fueron analizados.

RESULTADOS

Analisis de esfuerzos residuales por
difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados para el analisis de esfuerzos residuales
por DRX para cada uno de los grupos 0° ® y 90° @ se
muestran a continuacién en la Tabla 2 y en la Tabla 3,
respectivamente.

TABLA 2. Media de esfuerzos residuales por DRX medido en
MPa, para cada uno de los grupos en 0° ®.

Esfuerzos Residuales en Phi 0°

-

-2000

4000
1. Control 2. Fresado
-1259,7 -1095,46

3. Fresado + 4, Mi
Microgranallado
-1423,16

TABLA 3. Media de esfuerzos residuales por DRX medido en
MPa, para cada uno de los grupos en 90° .

Esfuerzos Residuales en Phi 90°

4000

3000

2000 —_—

1000

0

2000

3000
1 Control 2 Fresado
927,7 1231.66

El grupo “F”, disminuy6 significativamente los valo-
res de compresion por sinterizacion en las muestras en
sentido longitudinal (0° de ®), con un promedio de
(-1.095, 46 MPa), pero aument6 (-1.231,66 MPa) en
sentido transversal (90° de @), con relacion a los con-
troles. En el Grupo “F+”, se incrementaron los valores
de compresion en direccion longitudinal 0° en @, pero
disminuyeron en sentido transversal 90° en ®, con
promedios de -1.423,16MPa y -743.22Mpa respectiva-
mente, mostrando evidencia que el microgranallado
genera cambios en la superficie del material. E1 Grupo
“A”, presento valores de tension en sentido longitudi-
nal (2482,12MPa en 0° ®) y disminuy0 significativa-
mente los de compresién en sentido transversal
(-1266.46MPa en 90° ®) con relaciéon a los controles,
mientras que en el grupo “A+”, se presentaron valores
positivos, lo que indica esfuerzos de tipo tension en la
superficie de la muestra en ambos sentidos alin mas
altas que en el grupo de microarenado solo, con
1.504,5MPa en 0° de ® y 2684.32MPa en 90° de ®. (Ver
Tabla 2 y Tabla 3).

Analisis de rugosidad mediante
Microscopia Confocal (CLSM)
En CLSM para el grupo de controles es posible apre-
ciar las marcas dejadas por la sierra de precision al
fabricar las probetas, con una rugosidad de Sa: 0.932,
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Sz: 5.035 (Ver Figura 3) mientras que en los demas gru-
pos se aprecian las caracteristicas tipicas de los proce-
sos realizados: En el grupo “F” se ven las marcas deja-
das por el proceso de fresado (Ver Figura 4a), las cuales
estan suavizadas en el grupo “F+” al cual se le realizo
microgranallado después del fresado (Ver Figura 4b).
Asi mismo el patrén caracteristico de rugosidad de
microarenado apreciado en el grupo “A” (Ver Figura
5a) es diferente al grupo “A+” (Ver Figura 5b) por el
microgranallado.

FIGURA 3. Muestra del grupo control, analisis CMSL.

FIGURA 4.a) Muestra del grupo “F" y b) Muestra del grupo
"“F+", analisis CMSL.

FIGURA 5.a) Muestra del grupo “A" y b) Muestra del grupo
“A+", analisis CMSL.

Los resultados para todos los grupos de la rugosidad
superficial se muestran en la tabla 4

TABLA 4. Media de la rugosidad Sa y Sz para cada uno de los
grupos mediante CLSM.

Rugosidad Sa y Sz por CLSM

14 12.889
12 10.332
10 7737 8.282
8
6 5.035
4 2.506 2.242
2 0.932 0.689 1.018
0 - . . - -
Controles Fresado Fresado + Microarenado Microarenado +

Microgranallado Microgranallado

mSa =Sz

Analisis SEM de la superficie
En las imagenes de SEM en el grupo de controles, a
400x se pueden observar las marcas dejadas por la sie-
rra de precision al momento de elaborar las probetas
(Figura 6a). A 6000x se aprecia la presencia, distribu-

cion y tamafio de los granos descritos en la literatura
[10,16,20,27,29,35].
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FIGURA 6. Micrografias de dos muestras del grupo control en FIGURA 7. Micrografias de una muestra del grupo “F" en su
su superficie a400y 6000x en a) y b). superficie 400 y 6000x, en a) y b) respectivamente.

Los granos, presentaron un promedio de medida de
entre 0,6 a 0,8 um aproximadamente (Ver Figura 6b).

En el grupo “F” no es posible apreciar los granos
observados en los controles. Las deformaciones plasti-
cas se distinguen por un desvanecimiento de las
microestructuras cristalinas caracteristicas en la
superficie del material, por una superficie continua
131321 (Ver Figura 7a y Figura 7b). En el grupo “F+”, se
aprecian las marcas dejadas por el mecanizado eviden-
temente suavizadas y sin detritos con respecto al
grupo “F” (Ver Figura 8a y Figura 8b).

FIGURA 8. Micrografias de una muestra del grupo "F+" en su
superficie a 400y 6000x, en a) y b) respectivamente.
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FIGURA 9. Micrografias de una muestra del grupo A" en su
superficie a 400y 6000x, en a) y b) respectivamente.

En el grupo “A” a 400x es evidente el tipo de rugosi-
dad con patrén caracteristico del proceso de abrasion
en las ceramicas '5° y no es posible apreciar ningin
tipo de agrietamiento en la superficie (Ver Figura 9a).

A 6000%, es posible evidenciar que no hay presencia de
granos, tampoco detritos o impurezas (Ver Figura 9b).

El grupo “A+” presenta una rugosidad en la superficie
levemente mayor como se evidencié en el analisis
CLSM. Esto es posible atribuirlo al tipo de particula en
los procesos (Ver Figura 10a y Figura 10b).

En el grupo “A” se utiliz6 particulado de Al,O, de 50 um,
mientras que en el grupo “A+” se realiz6 microgranallado
con perlas de Al,O, de 45 um de diametro después del
proceso de microarenado (Ver Figura 11a y Figura 11b).
Igualmente, incluso a mayores aumentos no es posible
apreciar ningan tipo de grano como en los controles, lo
cual indica una deformacion plastica en la superficie.

FIGURA 10. Micrografias de una muestra del grupo “A+" en
su superficie a400 y 6000x, en a) y b) respectivamente.

Para comprobar las dimensiones y forma de las parti-
culas utilizadas para el microarenado y el micrograna-
llado, se verificaron mediante SEM antes de realizar
los experimentos. Ver Figura 11a y Figura 11b.
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FIGURA 11. Micrografias a 1600x de las particulas para microarenado en a) y perlas para el microgranallado b).

Analisis SEM en el borde de la fractura

Al analizar las muestras una vez falladas en el borde
de la fractura es posible apreciar el espesor de la capa
de afectacion en los grupos con tratamiento mecanico,
siendo los de microgranallado los que presentan mayor
profundidad. El grupo que presenta menor profundi-
dad de la capa deformada es el de fresado solo, mien-

tras que el grupo control no presenta deformacion a
nivel superficial. (Ver Figura 12).

En rojo marcado el limite aparente de la capa de
deformacion en profundidad. En el control no hay
frentes de deformacién.

FIGURA 12. Micrografias a 1600x en el borde de la fractura a) Control, b) fresado y c) microgranallado.
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Ensayo de resistencia flexural
Los valores de resistencia flexural se resumen en la
Tabla 5.

TABLA 5. Media de los valores de resistencia flexural.

Resistencia Flexural (MPa)

1400

]
Lo

1200
1000 SES

800

600

]
1

—
L

400

200

1 Control 2 Fresado
851,6 747.9

Mlicroarenado +
Microgranallado
987

Los grupos que mejor comportamiento presentaron
fueron los de microarenado (Grupo “A” - Media 989,2
MPa) y alos que se le aplico el microgranallado (Grupos
“F+” - Media 987,1 MPa y “A+” - Media 987 MPa).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se desarrollaron 2 modelos
lineales mixtos. El primer modelo probo el efecto de los
tratamientos respecto al control tomando las respues-
tas MPa (resistencia en megapascales); Phi 0 (medida
de tension o compresion en sentido longitudinal), y Phi
90 (medida de tension o compresion en sentido trans-
versal). Se hall evidencia estadistica para mostrar que,
luego de aplicar alguno de los tipos de tratamiento
mecanicos sobre la probeta, se afecta la resistencia del
material (p= 0.0082), asi como los esfuerzos residuales
tanto en sentido longitudinal (Phi 0) (p=0.0000008), y
en sentido transversal (Phi 90) (p=0.000000107). El
segundo modelo determino la relacion entre variables
de resistencia flexural (MPa) contra las variables de
esfuerzo residual (Phi 0° y Phi 90°). MPa vs Phi 0
(p=0,17538354) y MPa vs Phi 90 (p=0,07519653). No se
hall6 relacién entre los cambios de resistencia flexural
y los esfuerzos residuales medidos.

DISCUSION
Los tratamientos realizados mostraron ser un factor
que influye sobre la resistencia flexural. Los valores de
resistencia flexural disminuyeron en el grupo de fre-
sado, mientras que en los grupos de fresado mas
microgranallado, microarenado y microarenado mas
microgranallado aumentaron.

El proceso de atacar la superficie por particulas o per-
las mediante aire a presiébn muestran una mejora en la
resistencia flexural del material mientras que los cor-
tes por fresa diamantada disminuyen los valores de
resistencia flexural como ha sido previamente repor-
tado en la literatura [7-9- 1113y 15,

Los resultados del analisis SEM mostraron la superfi-
cie de los controles con granos evidentes y una estruc-
tura intacta. Los grupos con tratamiento mecanico
superficial presentaron caracteristicas diferentes ya
que en ninguno de los casos se pudo encontrar eviden-
cia de granos a nivel superficial.

En los grupos de fresado y fresado mas micrograna-
llado, se aprecian las marcas dejadas por el paso del
instrumento de corte diamantado, correspondiendo
con la cinematica del proceso y la geometria de parti-
cula de la fresa.

A través de microscopia confocal es posible apreciar
una disminucion en los valores de rugosidad Sa y Sz en
el grupo de fresado mas microgranallado en compara-
cion con el de fresado. El microgranallado tiene un
efecto de suavizar las marcas dejadas por la herra-
mienta de corte de fresado.

De acuerdo con la literatura revisada [7-%- 113y 151 e] fre-
sado en la zirconia Y-TZP puede generar microgrietas
con una profundidad de hasta 14 ym y una disminucion
de la resistencia flexural. En las observaciones SEM no
se evidenciaron microgrietas, pero si fue evidente la
disminucion en la resistencia flexural (p= 0.0082).
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En general, al mecanizar un material, si la herra-
mienta tiene bordes con filos agudos realizara un corte
mas limpio generando menor afectacion plastica
superficial y por tanto pocos esfuerzos residuales en la
superficie 4% 43451, La no presencia de microgrietas
puede deberse a que el fresado se realizo en condicio-
nes controladas i.e. con una carga experimental que
nunca supero 0,5884 N de fuerza ejercida, una veloci-
dad de corte controlada con adecuada irrigacion e ins-
trumentos de corte nuevos.

En los grupos de microarenado solo y microarenado
mas microgranallado, a través de SEM se aprecian los
patrones caracteristicos de microtextura reportados
en la literatura correspondientes a estos procesos 3%
Bl Los valores de rugosidad Sa y Sz en el grupo de
microarenado mas microgranallado se ven levemente
aumentados respecto del grupo de microarenado.

En el proceso de microarenado se utilizaron particu-
las de 50 um mientras que en el proceso de microgra-
nallado perlas de no mas de 40 um, lo cual puede
aumentar la rugosidad superficial del material cuando
ya ha sido previamente tratado con microarenado. No
obstante, la resistencia flexural aumenté en ambos
grupos respecto de los controles y el grupo de fresado,
siendo en microarenado mas microgranallado el que
tuvo los valores mas altos en resistencia flexural.

Mediante difraccion de rayos X fue posible establecer
diferencias en los valores de esfuerzos residuales res-
pecto del grupo control 0° Phi (p=0.0000008) y 90° Phi
(p=0.000000107). El grupo que mayor diferencia tuvo
respecto a los controles fue el de microarenado mas
microgranallado mostrando valores de compresion
tanto en sentido longitudinal como transversal.

Al realizar las comparaciones estadisticas entre los
valores de esfuerzos residuales medidos con los de
resistencia flexural, no se pudo establecer una relacion
directa o inversa de las variables.

De acuerdo con la literatura revisada, los tratamien-
tos mecanicos de superficie, dependiendo de su inten-
sidad, direccion y tipo pueden generar una de capa de
deformacion plastica amorfa, carente de granos, que
tiene propiedades mecanicas diferentes al resto del
volumen del material también conocida como “white
layer” 136381, Dependiendo del espesor de la capa defor-
mada plasticamente pueden cambiar las propiedades
mecanicas del material a nivel macro.

El espesor de la capa de afectacion depende del tipo y
la direccion del tratamiento mecanico, siendo los tra-
tamientos por impacto los que generan mayor espesor.

Los espesores de la capa de afectacion en fresado y
microarenado o microgranallado son diferentes y por
tanto su influencia en la resistencia flexural del resto
del material también lo es.

Otros estudios declaran que el Y-TZP es metaestable,
y por esta razon es dificil hacer mediciones tanto a lo
largo del tiempo, como de los cambios de fase del
material a profundidad, y que estos cambios pueden
alterar las propiedades mecanicas del mismo [39-4°),

Articulos mas recientes, declaran la existencia de una
capa de deformacion plastica superficial dependiente
del tipo de mecanizado realizado. Kim y Covel en 2010
1391 demostraron que se genera una capa de deforma-
cion plastica por corte en el Y-TZP al ser sometido a
fresado superficial, la cual es menos profunda que la
capa de deformacion generada por arenado, compro-
bando los hallazgos de la presente investigacion.

Aurelio, Marchionatti y Montagner en 2016 “1, y
Meireles, bastos y Othavio en 2017 “? aseguran que
existe una capa de mayor compresion posterior al are-
nado por deformacion plastica por impacto de alta ener-
gia, la cual puede aumentar la resistencia flexural en el
Y-TZP, y este efecto se mantiene incluso después de
hacer envejecimiento acelerado artificial en el material.
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Pfeiffer y Frey en 2006 3, declaran que anterior-
mente se pensaba que los materiales fragiles como las
ceramicas no podian presentar deformaciones plasti-
cas, pero que estudios recientes demuestran lo contra-
rio. De hecho, en su investigacion analizaron el com-
portamiento de dos ceramicas ante el granallado
superficial similar a lo realizado en la presente investi-
gacion, con resultados muy parecidos. Encontraron
que el aumento de las propiedades mecanicas de los
materiales ceramicos posterior al microgranallado con
perlas era altamente significativo, y lo atribuyeron a la
generacion de una capa de deformacién superficial de
alta compresion y de profundidad variable, que incluso
es capaz de contrarrestar los dafios producidos por
otros mecanizados previos como el fresado.

El tratamiento mecanico por fresa, se realiz6 longitu-
dinalmente, dando como resultado un desbastado que
genera una capa con espesor de pocas micras de pro-
fundidad y, como se evidencio en las observaciones
por SEM en el borde de las superficies fracturadas, en
algunos casos no exceden 10 um de profundidad.

En los procesos de microarenado solo y microarenado
mas microgranallado, la direccién del impacto es nor-
mal a la superficie, lo que genera un frente de afecta-
cién por impacto a espesores mayores que los genera-
dos por la herramienta de corte, lo cual produce una
mayor influencia de ésta sobre la resistencia flexural
del material. Las mediciones realizadas en el segundo
analisis SEM en el borde de la fractura en las probetas
muestra una capa de deformacién plastica amorfa mas
homogénea y de al menos 50 pm de espesor.

Como resultado, el fresado tiene efectos negativos en
la zirconia Y-TZP al descender su resistencia flexural.
La capa de afectacion generada por el corte no tiene el
espesor suficiente para influir sobre la resistencia
flexural del material. Cuando la zirconia Y-TZP fre-
sada, es sometida a microgranallado experimental se
genera una capa de afectacion con suficiente espesor

que es capaz de aumentar la resistencia flexural del
material, lo que resulta en una influencia positiva para
recuperar la resistencia disminuida por el fresado.

Igualmente, el microarenado solo y el microarenado
mas microgranallado generaron una capa de afectacion
con espesor suficiente para mejorar la resistencia flexu-
ral, siendo la combinacién microarenado mas micro-
granallado la que mayor resistencia flexural genero.

La técnica de difraccion por rayos X, con los instru-
mentos utilizados tiene un poder de penetracion del
haz de no mas de 40 um en la zirconia Y-TPZ. Por si
misma, la técnica de difracciébn para medicion de
esfuerzos residuales genera un valor promedio de los
componentes de tension-compresion de los granos en
una profundidad limitada a su poder de penetracion y
los parametros involucrados: la densidad del material,
el coeficiente de atenuacion y el coeficiente de empa-
quetamiento atdomico propios de la zirconia Y-TZP en
este caso. Por tanto, la sefial recibida de la difraccion
corresponde tanto a la capa de afectacién como a los
granos que se encuentran debajo de ella y que estan
dentro del rango de penetraciéon del haz de rayos X.

Por ello, las mediciones obtenidas por DRX no se rela-
cionan con los valores de resistencia flexural, pues no
son un valor que describa el perfil de esfuerzos resi-
duales en profundidad y por tanto del material com-
pleto. Para generar un perfil de esfuerzos de manera
adecuada se requiere realizar numerosas mediciones
en la cara fracturada del material desde la superficie
hacia la profundidad, lo cual podria ser un tema de
interés para estudios posteriores.

CONCLUSIONES
Con los resultados de los experimentos realizados en
el presente estudio, se puede recomendar un método
que permite mejorar la resistencia flexural de la zirco-
nia Y-TZP, a través de la generacién de una capa de
deformacion plastica amorfa en su superficie.
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Asimismo, el proceso demostro recuperar los valores de 4,5 bar y auna distancia de 10 mm por un tiempo de

de resistencia flexural disminuidos por el fresado. 20 s, para generar una capa de deformacion plastica en

la superficie y de esa manera incrementar la resisten-

Se recomienda el microgranallado con perlas de 40 cia flexural del material, incluso después de haber sido
um de diametro de Oxido de Aluminio, a una presién microarenado o fresado.
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RESUMEN

En este trabajo se propone un modelo matematico consistente de cuatro ecuaciones diferenciales ordinarias que
describen la evolucién del VIH en un individuo seropositivo y el efecto de un antirretroviral en el proceso de repli-
cacion del virus en las células T CD4*. Con el proposito de determinar la efectividad del medicamento en el largo
plazo se analizan los casos con y sin el tratamiento antirretroviral para observar el efecto en la poblacion de células
T CD4* sanas e infectadas. Con el modelo matematico propuesto se encuentra un caso en el cual el tratamiento an-
tirretroviral permite mantener una concentracion de T CD4* no infectadas clinicamente saludable en el organismo.
Mediante la aplicacion del método de Conjuntos Compactos Invariantes se establecen los limites maximos para las
poblaciones de células sanas e infectadas, asi como la concentracion del VIH libre en el organismo. Finalmente, se
realizan simulaciones numeéricas para ilustrar los resultados en el plano temporal, se grafican las soluciones del sis-
tema y los limites superiores obtenidos, estos permiten observar el valor maximo que pueden llegar a alcanzar las
poblaciones de células sanas, las infectadas y la concentracion de VIH en el torrente sanguineo.

PALABRAS CLAVE: Modelo matematico; EDO; VIH; Antirretroviral; Simulacion.
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ABSTRACT

In this work, we present a proposal of a mathematical model of four ordinary differential equations that describe the
evolution of HIV in an HIV-positive individual and the effect of an antiretroviral in the process of virus replication
in CD4* T cells. In order to determine the long-term effectiveness of the drug, the cases with and without antiretro-
viral treatment are analyzed to observe the effect on the population of healthy and infected CD4* T cells. With our
mathematical model, we are able to obtain a case where the antiretroviral allows a clinically healthy concentration
of uninfected CD4* T cells. Additionally, by applying the Compact Invariant Sets method we determine maximum
values for the concentration of free HIV and both cells populations, healthy and infected. Finally, we perform nu-
merical simulations in order to illustrate our results in the temporal plane, we plot the solutions of the system and
their corresponding upper bounds, the latter allow us to define the maximum values of the HIV concentration in the
bloodstream and the infected and healthy cells populations.

KEYWORDS: Mathematical model; ODE; HIV; Antiretroviral; Simulation.
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INTRODUCCION

El VIH o Virus de Inmunodeficiencia Humana es un
lentivirus que ataca al sistema inmunolégico de las per-
sonas, debilitandolo y haciéndoles vulnerables ante una
serie de infecciones que aparecen debido a que las
defensas inmunitarias son insuficientes. El sistema
inmunologico se considera deficiente cuando la canti-
dad de linfocitos T CD4* esta por debajo de 500 células/
mm3y se vuelve incapaz de cumplir su funcion de lucha
contra infecciones y enfermedades oportunistas ™.

Un individuo infectado de VIH es conocido como una
persona seropositiva; gracias a los adelantos recientes
en el acceso al tratamiento con antirretrovirales, las
personas seropositivas pueden vivir mas tiempo y en
mejor estado de salud. Ademas, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha confirmado que el tratamiento con
antirretrovirales ayuda a disminuir la probabilidad de
transmision del VIH. Si una persona con VIH no recibe
tratamiento a tiempo, su condicién pasara a ser deno-
minada SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Humana)
que es el estado de la infeccién por el VIH y se identifica
principalmente por bajos niveles de defensas 2.

En el mundo existen alrededor de 34.2 millones de per-
sonas infectadas por VIH, de las cuales la mayoria vive en
zonas de bajos recursos, desinformadas, con baja o nula
sanidad y carecen de atencién médica de calidad. De
acuerdo con las estadisticas del Centro Nacional para la
Prevencion y el Control del VIH y SIDA (CENSIDA), en
México existen 180,000 personas con VIH, de las cuales el
50% no tenian nocién de ser portadoras del virus sino
hasta llegar a una etapa avanzada de la enfermedad.
Dentro del pais, Baja California ocupa el cuarto lugar
nacional con mayor niimero de poblacion infectada del
VIH, que de acuerdo con el CENSIDA reporta una tasa de
272.2 personas infectadas por cada 100,000 habitantes 131,

Cabe destacar que se podria evitar un niimero signifi-
cativo de muertes si se recurriera al uso constante de
antirretrovirales; en el pais tan solo 57,073 del total de

personas infectadas toma regularmente el medica-
mento, que segln la Secretaria de Salud tiene un costo
anual de $44,997 pesos por persona y se proporciona
por algunas instituciones de salud publica de manera
gratuita. A finales del afio 2014, 14.9 millones de per-
sonas recibieron terapia antirretrovirica en todo el
mundo, lo que representa el 40% de los 36.9 millones
de personas que viven con VIH B,

Con el proposito de comprender la compleja dinamica
del VIH, los bidlogos y matematicos han recurrido al
modelizado matematico como una herramienta para
obtener informacion acerca de la relacion entre Ia res-
puesta del sistema inmunologico, el virus libre en el
organismo y la aplicaciéon de tratamientos. Algunos
modelos se disefnian con datos experimentales y resul-
tados clinicos, en la literatura se encuentran diversas
publicaciones, por ejemplo 471,

La Localizacion de Conjuntos Compactos Invariantes
(LCCI) es un método que permite analizar la dinamica
global de modelos matematicos de ecuaciones diferen-
ciales ordinarias de primer orden. El método fue pro-
puesto por Krishchenko ¥y optimizado por Krishchenko
y Starkov 19!, Recientemente se ha utilizado para el ana-
lisis de sistemas biologicos [*12 y en esta investigacion
se utiliza como base para modelizar un sistema biolo-
gico que describe la evolucion del VIH bajo tratamiento
antirretroviral.

El trabajo se organiza de la siguiente manera, en la
siguiente seccion se presenta la teoria correspondiente
al método de LCCI. Después, se muestra el modelo
matematico desarrollado para describir la dinamica del
VIH bajo tratamiento antirretroviral. En la secciéon que
le sigue se aplica el método de LCCI para determinar los
limites superiores de cada variable del modelo matema-
tico. En la seccion subsecuente se ilustran los resultados
al graficar las soluciones del modelo matematico pro-
puesto y los limites de localizacion. Finalmente, se
muestran las conclusiones del trabajo desarrollado.



566 REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA BIOMEDICA | Vol. 38 | No. 3 | SEPTIEMBRE - DICIEMBRE 2017

METODOLOGIA

Método de localizacion de
conjuntos compactos invariantes

El método de LCCI se utiliza para determinar un domi-
nio en R" en el cual se localizan todos los conjuntos com-
pactos invariantes que se presentan bajo ciertas condi-
ciones en un sistema especifico, estos conjuntos pueden
ser: Orbitas periodicas, homoclinicas y heteroclinicas,
ciclos limite, puntos de equilibrio y atractores cadticos.
La importancia del método radica en que el analisis es
atil para conocer la dindmica del sistema en el largo
plazo. Su caracteristica principal consiste en que es un
método estrictamente analitico, lo que implica la solu-
cion del problema sin la necesidad de realizar la integra-
cién numeérica del sistema de ecuaciones diferenciales.

A continuacion, se describiran los teoremas, notacio-
nes y definiciones basicas utilizadas. Considere un
sistema no lineal de la forma:

x = f(x); (1)

donde f es una funcion vectorial continua para un C*
y X € R"es el vector de estados. Sea h(x): R” — R, la cual
es llamada funcion localizadora y no es la primera inte-
gral de (1), entonces, por h|, se denota la restriccion de
h a un conjunto B C R". Por S(h) se denota el conjunto
{xER"| th(x) = 0}, donde th esladerivada Liede (1) y
esta dada por: th = (0h/ox)f(x). Ademas, se define

hing:=inf{h(x) | x € S(h)};
hgyp:= sup{h(x) | x € S(h)}.

A continuacion, se definiran el Teorema General de
LCCI y el Teorema Iterativo.

Teorema 1. Vea 9. Cada conjunto compacto invariante
I'de (1) esta contenido en el conjunto de localizacion

K(h) = {hinf < h(x) < hsup}-

Un refinamiento del conjunto de localizacion K(h) puede
realizarse con el uso del teorema iterativo que dice:

Teorema 2. Vea #9). Sea h_(x),m = 0,1,2,... una secuen-
cia de funciones de clase infinitamente diferenciable.
Los conjuntos

KO — K(ho), Km =Ry n Km—l,m' m > 0,

con

Km—l,m = {x; hm,inf < hm(x) < hm,sup}'
hm,sup = sup hm(x);
S(hm) n Km—l
Rmjing = inf Ry (),
S(hy) N Ky

contienen cualquier conjunto compacto invariante
del sistema (1) y

Ko2K, 22K, 2

Este método ya se ha aplicado en con otras teorias de
estabilidad para analizar modelos matematicos de siste-
mas biolégicos que describen la evolucion del cancer, la
respuesta del sistema inmunologico y el efecto de trata-
mientos como la quimioterapia e inmunoterapia 1012,

Modelo matematico de VIH

con accion de antirretrovirales
En esta seccién se describe el modelo matematico del
VIH con accién de antirretrovirales. Las Ecuaciones
(2)-(4) describen el proceso de replicacion del VIH en
células sanas de dos formas. La primera de manera
directa por parte del VIH libre en el organismo y la
segunda de manera indirecta, mediante la interaccion
entre células infectadas y células sanas ), dicha dina-
mica se describe mediante las siguientes tres ecuacio-

nes diferenciales ordinarias de primer orden:

T=s+n,T(1-20) — T — TV = ksTL, - ()



S. A. Cruz-Langarica et al. Modelo Matematico de VIH bajo la Administracion de un Antirretroviral 567

[ = koTV + ksTI — 1, (3)

V = qul - 8V. (4)

Al considerar lo anterior, se propone una modificacién
al modelo que consiste en la adicién de una ecuacion
que representa el efecto del tratamiento antirretroviral
en el proceso de replicacion del VIH 3!, El nuevo modelo
se define mediante las siguientes cuatro ecuaciones:

T=s+nT(1-20) = T — k,TV — ksTL, (5)

[ =k, TV + ksTI — ;I — X, (6)
V= qul — 64V, )
X = —yX + Ay. (8)

La Ecuacion (5) modeliza la concentracion de células
sanas en el sistema; el parametro s indica la produccién de
manera natural de linfocitos T CD4* por el sistema inmu-
nologico. El crecimiento de la poblacion de estos linfocitos
se representa mediante la ley de crecimiento logistico, con
una tasa de crecimiento r, y una carga maxima de m, estos
tienen una muerte natural dada por p, y su poblacion dis-
minuye por la interaccién con el VIH y las células infecta-
das a una tasa dada por k, y k,, respectivamente.

La Ecuacion (6) describe la evolucion de las células
infectadas por el VIH y su interaccion con células
sanas a una tasa dada por k, y k, respectivamente. La
replicacién del virus por las células infectadas produce
una lisis celular con una tasa dada por p,.

La Ecuacion (7) representa la concentraciéon de VIH
que circula libre en el torrente sanguineo donde g
representa el niimero total de particulas de virus pro-
ducidas por una célula infectada durante su tiempo de
vida y el parametro &, define la capacidad de los anti-
rretrovirales en conjunto con el sistema inmune para

eliminar las particulas de VIH que se encuentran libres
en el sistema, el valor de este parametro se determina
con un aumento porcentual debido a la accion del tra-
tamiento en la eliminacion de las particulas del virus.

La Ecuacion (8) describe la dinamica del tratamiento anti-
rretroviral B el parametro y determina la duracién del
efecto antirretroviral en el sistema, asumiendo que la
ingesta del mismo se realiza diariamente ¥, La concentra-
cion de medicamento ingerida por el paciente se define
mediante el parametro A, cuyo valor depende de datos
personales como peso, altura, tiempo de la infeccion, edad
y nivel de células no infectadas, entre los mas importantes.

TABLA 1. Descripcion, valores y unidades de los
parametros del sistema (5)-(8).

Parametro | Descripcion Valores y
unidades
s Tasa de creacién de nuevos | 5 dia ™!
linfocitos T CD4" mm’
) Tasa de crecimiento de 0.3 dia ™!
linfocitos T CD4"
m Numero total de linfocitos T | 1500 mm
CD4"
ko Tasa a la que el virus libre 2.4x10”
infecta las células sanas dia " mm™
Ur Tasa de muerte natural de 0.02 dia ™!
linfocitos T CD4"
ks Tasa a la que una célula 2x107
dafada infecta a otra dia ™" mm™
U Lisis de las células infectadas | 0.24 dia ™'

producida por la replicacion
del virus

q Numero total de particulas de |400 dia '
virus producidas por una
célula infectada

[ Capacidad del sistema 3dia
inmunoldgico para aniquilar
las particulas de VIH

Urx Lisis de las células infectadas | 0.05 dia '

producida por los
antirretrovirales

% Capacidad de los
antirretrovirales para aniquilar
las particulas de VIH

y Duracion del efecto de los
antirretrovirales en el cuerpo
humano

5.7 dia !

0.9 dia !

Ay Concentracion de los 0.5 mg
antirretrovirales dia™
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En la Tabla 1 se presenta la descripcion, valores y uni-
dades de cada parametro del sistema (5)-(8). Estos
valores son presentados por Lou et. al. 1.

Adicionalmente, cabe destacar que la dinamica del
modelo matematico de VIH con accion de antirretrovi-
rales (5)-(8) se localiza en el ortante no negativo 4
definido como sigue:

Rio={T()=0,I(t) = 0,V(t) = 0,X(t) = 0}.

Localizacion de conjuntos compactos

invariantes para el modelo matematico (5)-(8)

En esta seccidon se muestra el analisis matematico
necesario para obtener un dominio compacto en el
espacio R*,_ . El dominio de localizacion esta definido
por los limites superiores e inferiores de cada variable
de estado del modelo de VIH en conjunto con una tera-
pia antirretroviral, dichos limites se encuentran des-
critos por medio de desigualdades en funcién de los
parametros del sistema. Biolégicamente, estos limites
representan los valores maximos que pueden alcanzar
las poblaciones de células sanas, de células infectadas,
el total de particulas libres de VIH y la concentracion
del antirretroviral en el torrente sanguineo.

A continuacién, se presentan las operaciones mate-
maticas necesarias para obtener los limites inferior y
superior de la concentracion del tratamiento antirre-
troviral presente en el torrente sanguineo. Para lo cual
se resuelve la ecuacién diferencial

dX— X+ A
at X

mediante separacion de variables como se muestra a

f ax —fdt
Ay —yX ’

continuacion

obteniendo el siguiente resultado para la familia uni-
paramétrica de soluciones

A
X(t) = 7* —coe Y,

al considerar la condicion inicial

X(0) =X, €R,

Entonces, al determinar el siguiente limite

lim X (¢t),
t—o0
se obtiene la cota superior

Ax
Xoup = —

El limite inferior se considera como el valor de la con-
dicion inicial, es decir,

Xing = Xo = 4y,

el tratamiento antirretroviral. De los resultados ante-
riores se puede inferir

A
KX == {Xinf = AX S X(t) S Xsup = 7){}

Para determinar el limite superior de la poblacién de
células sanas se propone la funcién localizadora lineal

a la cual se calcula su derivada de Lie como se mues-
tra a continuacion

T



S.A. Cruz-Langarica et al. Modelo Matematico de VIH bajo la Administracion de un Antirretroviral 569

posteriormente, se obtiene el conjunto

T
S(hy) = {s +r,T (1 - E) — T — Ky TV

- (%2+ ks)TI = 0},

y entonces se determina el subconjunto

S(hy) © {T < (ui) (s + %)}

T

del cual se obtiene el valor maximo de la poblacion de
células sanas de la siguiente forma

1 mry
K(hy) = {T < Ty = E(S + T)}

Ahora, se presenta el analisis matematico para obte-
ner el limite superior de la poblacién de células infec-
tadas que se encuentran en el organismo. En este caso
se propone una segunda funcion localizadora dada por

h2=T+I,

cuya derivada de Lie se muestra a continuacion

7 m\2 mr, 1T
thz_S_E(T_?) +T_7_”TT_”II

— uixlX,

posteriormente, se obtiene el conjunto

nm m\2 1nIT
= = = \|T — —
S(hy) {ﬂrhz S+ m( 2)

= (W —ppl - .uIXIX},
y entonces se determina el subconjunto

S(hy) © {hz <(s+ %) u—lT}

con lo cual se determina el conjunto

K(hp) ={T+1<(s+ %)u—i}

en donde se despeja para establecer I,  como se muestra

K(h,) = {I(t) < lgyp = (s + %) i}

Finalmente se propone una tercera funcién localiza-
dora para encontrar el limite superior de las particulas
de VIH que se encuentran libres en el organismo, la
funcién se define como

cuya derivada esta dada por

th3 = qH]I - 6}(V,

La cual se iguala a cero para obtener

5(h3) = {QIHI — 65V = 0},

y se obtiene el valor maximo de la funcion al aplicar
el Teorema Iterativo como se indica a continuacion

qu

S(hy) NK(hy) © {V < Elsup}.

por lo tanto, se concluye el siguiente conjunto

qu
K(h3) = {V < Vowp = 6_XIIsup}-

Teorema 3. Todos los conjuntos compactos invariantes
del sistema de VIH con accion de antirretrovirales (5)-(8)
se encuentran localizados dentro del dominio definido por

Kgp: = Ky N K(hy) N K(hy) N K(hs3).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Simulaciones numéricas

En esta seccion se presentan simulaciones numéricas
con el propésito de ilustrar los resultados en el plano
temporal, para esto se grafican las soluciones del sis-
tema y los limites superiores obtenidos, estos permi-
ten observar el valor maximo que pueden alcanzar las
poblaciones de células y la concentracion del VIH en el
torrente sanguineo.

600 T T T

Células sanas|

400 - b

T(®

200 [ X: 1200 -+
Y: 304.6

0 200 400 600 800 1000 1200

Células infectadas|

X: 1200 |
Y:25.15

0 200 400 600 800 1000 1200

4000 T T T T — ViH libre

3000 - b

X: 1200 -

Y: 804.9
1000 - u

. | | | | | |
1] 200 400 600 800 1000 1200

t (dias)

2000 -

FIGURA 1. Soluciones del sistema (2)-(4), el cual describe
la dinamica de la replicacion del VIH sin la accion
de tratamientos.

En la Figura 1 se ilustran las soluciones del modelo
matematico (2)-(4), en las cuales se observa que existe
una fluctuacion considerable tanto de células sanas
como de células infectadas a lo largo del tiempo, lo cual
se debe al mecanismo de accion del virus debido a que
al infectar al cuerpo humano comienza a presentarse
como enfermedades oportunistas que usualmente se
confunden con malestares pasajeros como lo son un

cuadro de gripe o una infeccién estomacal, es por eso
que durante las primeras etapas de la enfermedad es
dificil detectar si el virus esta presente en el organismo,
ademas de que el recuento de linfocitos se mantiene en
valores normales (mas de 500 células/mm?3) por lo que
las células sanas siguen presentes en el sistema; con el
paso del tiempo este nivel comienza a decaer conside-
rablemente a medida que el VIH libre continua infec-
tando mas células sanas. Por otra parte, el VIH libre
actta con una dinamica muy similar a las células infec-
tadas, solo que con una concentracion mas alta. El
virus continuara viviendo como un agente libre o en la
mitocondria de las células replicandose hasta destruir
por completo el sistema inmunologico del individuo.

1000 T T T T T

_ ]
& 00 X:1200 ]
Células sanas Y:631.3
0 ‘ . B ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
10° T T T T .
2 100
=10 X: 1200
Células infectadas| Y:11.92
— =1
107 I L sup L
0 200 400 600 800 1000 1200
10° e EEEEEEEEEEEEE
]
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— =V
10° L I sup |
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0.58 T T T T T T
o
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Antirretroviral Y: 0.5556
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FIGURA 2. Soluciones del sistema (5)-(8), el cual describe la
dinamica de la replicacion del VIH bajo la accion del trata-
miento antirretroviral, A su vez se observa que las solucio-
nes se mantienen dentro del limite maximo de localizacién,
es decir, convergen a un punto de equilibrio “saludable”.

La Figura 2 ilustra la dinamica del proceso de replica-
cion del VIH cuando el paciente se encuentra bajo un
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tratamiento antirretroviral (5)-(8). A diferencia del
modelo (2)-(4) en el sistema biologico propuesto las
células sanas y las infectadas no presentan niveles tan
variados, esto es debido a la aplicacion del tratamiento
antirretroviral. Las células sanas mantienen un nivel
en el que el individuo se considera “saludable” hasta
que el VIH comienza a atacar a los linfocitos y los nive-
les decaen, pero al estar bajo el efecto de la terapia
antirretroviral las células infectadas solo tienen un
periodo muy pequeno de alza, justamente cuando
entran al cuerpo y conforme surge el efecto de los anti-
rretrovirales baja su nivel a un estado “semi-saluda-
ble” para el portador del virus.

En la Figura 2 también se ilustra el valor maximo de
cada poblacién de células y del tratamiento, se observa
que ninguna de las graficas supera este punto. Las
células sanas alcanzan un valor muy cercano al maximo
en un punto de su solucion. Sin embargo, a medida que
el tiempo transcurre convergen a un punto de equili-
brio localizado por debajo del limite superior.

El tratamiento evita que el virus continde replican-
dose mas no lo elimina por completo del organismo, es
visible el hecho de que tanto el VIH libre en el sistema
como las células infectadas siguen presentes en el
individuo, sin embargo, las tres poblaciones de células
alcanzan un nivel en el cual se considera que el
paciente esta clinicamente sano, es decir, con el virus
bajo control. La concentracion de la terapia antirretro-
viral se mantiene en un nivel constante durante todo
el tiempo que sea ingerido por el paciente, asumiendo
que estara bajo este tratamiento para toda su vida.

Se observa que la terapia antirretroviral cuenta con una
concentracion maxima y una minima que estara pre-
sente en el torrente sanguineo; el valor maximo repre-
senta la dosis del medicamento antirretroviral consu-
mida por cada individuo que sera absorbida paulatina-
mente en cierto lapso de tiempo, y el valor minimo es la
concentracion que debe consumir del medicamento.

CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que mediante el uso del método de LCCI y la realiza-
cion de simulaciones numéricas se logro analizar la
dinamica del sistema propuesto de VIH cuando se
aplica una terapia antirretroviral.

Con el método de LCCI se estimaron los limites
maximos de las variables del sistema biologico, los
cuales permiten encontrar un dominio acotado dentro
del cual se encuentran todos sus conjuntos compactos
invariantes, en particular puntos de equilibrio.

Los limites maximos de cada una de las ecuaciones
del sistema tienen un significado biologico los cuales
se escriben mediante desigualdades en funcion de los
parametros del sistema. En primera instancia la varia-
ble T(t) que representa la poblacion de células sanas
tiene un valor maximo el cual representa el valor de
linfocitos T CD4* que tiene la persona en el periodo de
infeccién cuando el sistema inmunolégico atin no ha
sufrido los efectos de la infeccién del VIH, pero una
vez que el virus comienza a infectar una mayor canti-
dad de células los niveles decaen. Con ayuda de la
terapia antirretroviral se mantienen niveles saludables
que no ponen en riesgo la vida del paciente. Cabe des-
tacar que la terapia no elimina por completo al virus,
sino que lo mantiene bajo control, esto implica que nos
es posible alcanzar el valor maximo de células sanas.

En el caso en que se utiliza la terapia antirretroviral se
observa que la variable I(t), que define la concentracion
de células infectadas en el torrente sanguineo, converge
a un valor por debajo del 50% del caso cuando no se uti-
liza el medicamento. La poblacion de células infectadas
tiene la capacidad de crecer hasta una maxima expre-
sién que por lo regular sera igual o menor al nivel
maximo de células sanas. Esto se debe a que un sistema
enfermo debe contar con un respaldo de células sanas
que ayuden a la conservacién del mismo, de otro modo
el sistema colapsaria produciendo la muerte del paciente.
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Las particulas de VIH son representadas por la
variable V() y tiene un modo de acciéon muy similar a
las células infectadas, estas particulas actian de la
misma forma estando libres en el torrente o en la mito-
condria de la célula, solo que en este caso se manejan
valores mucho mas altos considerando que cada célula
infectada produce cientos de particulas de VIH.

La concentracion en el torrente sanguineo del trata-
miento antirretroviral X(t) tiene un valor maximo y un
minimo establecidos por la dosis del medicamento que
consume el paciente; estos valores fueron obtenidos
de Ia literatura considerando aquellos medicamentos
distribuidos por el Sector Salud y son ingeridos diaria-

mente. Como valor maximo se establece la concentra-
cion que existe en el cuerpo una vez consumido el
medicamento y ha transcurrido un periodo suficiente
de tiempo. Como valor minimo se tiene la dosis de
medicamento que es administrada diariamente para
conservar su efectividad.

La contribucién principal de esta investigacion
es el establecimiento de una base teorica para analizar
la dinamica de un modelo matematico invariante en el
tiempo de un sistema biolégico compuesto por ecua-
ciones diferenciales ordinarias de primer orden, el
cual describe la accion del VIH cuando un paciente
esta bajo terapia antirretroviral.
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Desarrollo de un Sistema con Potencial Aplicacion de Fototerapia
para Ictericia Neonatal

Design of a System with a Potential Application to Neonatal Jaundice Phototherapy
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RESUMEN
En este proyecto se disefi6 y construy6 un prototipo con potencial aplicacion a un sistema de fototerapia para icte-
ricia neonatal utilizando por primera vez LEDs de 10 W de alta potencia. Se describe la metodologia aplicada para
el diseno de los diferentes circuitos electronicos que se utilizaron para la alimentacion de la corriente de excitacion
de los LEDs, se describe el método de control de corriente mediante el uso de la modulacion por ancho de pulsos,
Pulse Width Modulation (PWM, por sus siglas en inglés), generados por el circuito integrado 555. Se diseno la placa
de circuito impreso mediante la ayuda del simulador Orcad Layout. Se utilizaron dos LEDs de alta potencia de 10 W
para el proposito de conservar la intensidad requerida para el tratamiento, minimizando el espacio utilizado por la
cantidad de LEDs utilizados en los equipos convencionales. Entre las limitaciones que se presentaron en esta inves-
tigacion fue el uso de la plataforma Arduino, ya que se tienen varias oportunidades de mejora para darle el mejor
uso al microcontrolador, y de esta manera digitalizar el sistema de una forma mas completa, reduciendo la circui-
teria de control. El prototipo presentado cumple con los requerimientos necesarios para un sistema de fototerapia.
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ABSTRACT

This project consisted in the design and construction of a prototype with potential application to a phototherapy
system for neonatal jaundice using for the first-time high power 10 W LEDs. The methodology for the design of
different electronic circuits which were used for feeding the drive current of the LEDs, the current control method
described using pulse width modulation (PWM) generated by the known 555 integrated circuit is described. The
printed circuit board was designed with the help of the Orcad Layout simulator. Two high-power 10 W LEDs were
used for maintaining the intensity required for the treatment, minimizing the space used by the number of LEDs
used in the conventional equipment. Among the limitations presented in this research was the use of the Arduino
platform, due to several improve that can be used to improve and increase the use of this microcontroller, and in
this way to digitize the system, reducing the circuitry of control. The prototype presented meets the requirements
for a phototherapy system according to the different references used.
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INTRODUCCION

Laictericia se refiere al aspecto amarillo de la piel que
ocurre con la deposicion de bilirrubina en el tejido dér-
mico y subcutaneo. Normalmente, la bilirrubina se
procesa a través del higado, donde se conjuga al acido
glucurénico por accion de la enzima uridina difosfato
glucuronil transferasa (UGT1A1) M. Esta forma conju-
gada de bilirrubina se excreta entonces en la bilis y se
retira del cuerpo a través del intestino. Cuando este
proceso de excrecion no funciona de manera eficiente,
o esta abrumado por la cantidad de bilirrubina produ-
cida endogenamente, la cantidad de bilirrubina en el
organismo aumenta, lo que resulta en hiperbilirrubi-
nemia e ictericia . De no controlarse esta condicion,
ocurren secuelas graves, por ejemplo encefalopatia
por bilirrubina, kernicterus (enfermedad de alto riesgo
e irreversible) o en algunos casos puede causar la
muerte del neonato 1.

La ictericia, o hiperbilirrubinemia, de un neonato y
la relacion del riesgo de dafio cerebral seguida de
importantes alteraciones en el desarrollo del sistema
motor sigue siendo un serio problema de salud en las
salas de neonatos en el mundo particularmente en los
bebes pre-término enfermos. Segtin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) se estima que cada afio
nacen 15 millones de nifios prematuros 4 51 ¢! de los
cuales del 60% al 80% [©! [/, presentan ictericia neona-
tal. En nuestro pais existe un gran nimero de neona-
tos afectados por esta enfermedad que oscila entre el
50 y el 60% de los nacidos a término y que se eleva al
80% en los neonatos a pre-término o prematuros 'y
como puede verse en la Figura 1, México posee una
elevada incidencia comparada con varios paises de
todo el mundo.

El riesgo en nuestro pais sigue siendo alto. Los naci-
mientos de neonatos pre-término registrados en
México indica que el 7.34% de los nacimientos esta en
una edad gestacional menor a la ideal, lo cual conlleva
a los niveles de ictericia mencionados anteriormente.
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FIGURA 1. Incidencia de ictericia en los recién nacidos en
diferentes paises 2012 %1,

Del mismo modo, existe una tendencia al incremento
del namero de los nacimientos de neonatos prematu-
ros como se puede observar en la Figura 2.
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FIGURA 2. Tendencia a través del tiempo para los nacimien-
tos prematuros con un estudio en las zonas de América
Latinay el Caribe, tomada de .

El efecto de laluz sobre la ictericia en los recién naci-
dos y la capacidad de la luz para disminuir los niveles
séricos de bilirrubina fue descrito por primera vez
por Cremer y col. en 1958 11, Desde entonces los estu-
dios han demostrado que la luz de color azul y verde
azul de las regiones del espectro visible entre los 420
nm a 500 nm tienen mayor efecto en la molécula de la
bilirrubina (o1 11,
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A través de las décadas el tratamiento de ictericia se
ha optimizando al ritmo en el que la tecnologia lumi-
nica avanza. La tecnologia médica para fototerapia ha
empleado focos incandescentes, luz de halégeno, dio-
dos emisores de luz, y recientemente los LEDs de alta
potencia. Las mejoras en la tecnologia se encaminan a
brindar una mejor eficiencia en el tratamiento y el aho-
rro econémico que esto representa, tanto por adquisi-
cion como por mantenimiento de los equipos o' 11,

Desde su introduccion en los afios 1950s, la fototera-
pia ha sido empleada para la reduccion de las concen-
traciones de bilirrubina sérica en el recién nacido con
hiperbilirrubinemia. Se ha mencionado que el mejor
entendimiento del mecanismo de la fototerapia es el
resultado de las investigaciones iniciadas en el labora-
torio y que han sido extendidas a estudios en el area
clinica, con nuevos tipos de lamparas o nuevos hora-
rios para el tratamiento. La fototerapia para el trata-
miento de hiperbilirrubinemia ha sido objeto para el
establecimiento de una nueva rama de foto-medicina,
basada en foto-biologia celular, métodos cientificos y
la creatividad en el uso de la fisica en sofisticadas téc-
nicas electro-opticas 5131,

La mayoria de los equipos actuales utilizan tecnologia
basada en Diodos Emisores de Luz (LED), la cual contri-
buye a un mayor tiempo de vida 1til del instrumento,
llegando al estimado de las cincuenta mil horas en uso
continuo "4, También se reducen los costos de manteni-
miento si se comparan con los sistemas tradicionales y
anticuados basados en focos incandescentes; sin
embargo, los equipos basados en LEDs que actualmente
estan en el mercado presentan varias desventajas, prin-
cipalmente en el tamaio, debido a la cantidad de LEDs
que se necesitan para la eficiencia adecuada, por lo que
la manipulacién de estos equipos se complica 12 b5l

Otro punto importante es que este tipo de tecnologias
resultan deficientes o anticuados en el sector salud
publico, que es donde se atiende a la mayor cantidad

de nacimientos por afo, particularmente en el IMSS [
071, Por lo tanto, el indice de nifnos con ictericia atendi-
dos es mayor, lo que requiere prestar mayor atencion a
estas instituciones y sus necesidades en cuanto a
equipo médico.

Por lo anterior, en este trabajo se propuso disefiar un
sistema prototipo de fototerapia para ictericia neonatal
empleando LEDs de alta potencia de bajo costo. Con
esto se busca reducir el tamano de los equipos actuales
y mantener la eficiencia deseada para el tratamiento
de la ictericia.

En efecto, se desarroll6 un prototipo de un sistema de
fototerapia empleando LEDs de alta potencia de bajo
costo buscando optimizar el disefio de la instrumenta-
cion para alimentar al LED de alta potencia para que la
intensidad emitida sea la necesaria para el tratamiento
de ictericia.

Asimismo, se implement6 el sistema de instrumenta-
cién para alimentar el LED de alta potencia para
demostrar que la intensidad y area de luz emitida por
el equipo de fototerapia son los indicados para la dis-
minucion de bilirrubina en la sangre. Finalmente, se
compararon las caracteristicas técnicas de dos equipos
comerciales de fototerapia con las prestaciones del
prototipo propuesto.

METODOLOGIA

En primer lugar, se optimiz6 el método de alimenta-
cion para la excitacion del LED procurando lo mante-
ner la corriente correcta para su excitacion, de tal
forma que la alimentaciéon del LED propicie su alto
rendimiento y su tiempo de vida sea el mayor posible,
de acuerdo con las caracteristicas establecidas por el
proveedor.

Enseguida, se disen6 la placa de circuito impreso para
la instrumentacion, manteniendo las caracteristicas
que implican el desarrollo de tablillas impresas, redu-
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ciendo el area superficial que implica el acomodo de
componentes electronicos. Después, se llevo a cabo el
analisis de intensidad luminica mediante el uso de un
luxémetro, con el cual se pudiera medir a diferentes
distancias con lo que se determiné la eficiencia del
sistema.

Se realiz6 la caracterizacion del LED para asegurar
que se cumplian con los requerimientos necesarios en
la longitud de onda establecidos para el tratamiento
de la ictericia, los cuales oscilan entre los 420 nm a
500 nm [, utilizando un espectrofotometro con el
cual se analizaron las ondas recabadas de la ilumina-
cion al ser manipuladas mediante la corriente sumi-
nistrada a los LEDs, lo cual implic6é una amplitud en la
intensidad de la luz azul.

Para que el prototipo fuera en cierto grado autbnomo
se disefid un sistema de apagado y temporizador para
el tratamiento, de tal manera que se pudiera conside-
rar como controlado, y darle de esta manera un nivel
de seguridad controlado por el usuario. Para la imple-
mentacion de este sistema, se utilizo la interfaz de
Arduino.

Una vez completada la fase digital se efectuaron los
sistemas de control de potencia en una tablilla de
prueba para realizar mediciones y ajustes necesarios
para su 6ptimo funcionamiento en la etapa disefio en
tablilla de circuito impreso.

Para determinar si el prototipo propuesto era efi-
ciente y mejor que los que se encuentran en el mer-
cado se realiz6 una comparacion de las caracteristicas
técnicas que ofrece el sistema propuesto contra dos
sistemas comerciales de fototerapia para ictericia neo-
natal, ver Tabla 5.

El esquema general de la elaboracion de este trabajo
se presenta en la Figura 3 en donde se detallan los
pasos que se siguieron.

Construccién del sistema de
fototerapia

Caracterizaciénde los
circuitos electronicos

Seleccién del método de Diseiio delaplaca de circuito
alimentacién del LED impreso
Disefio del sistema de apagado
mediante la plataforma Arduino

Caracterizacién del LED
Estimaci6n delaradiacion del
LED

Implementacién Pruebas de
implementacion de los

diferentes disefios para rpedicign de
pruebas intensidad

FIGURA 3. Esquema general de la metodologia empleada
en este trabajo.

Seleccion del método de
alimentacion del LED

El método de alimentacion para la excitacion del
LEDs que se eligi6 en este trabajo fue empleando un
controlador. Lo anterior debido a que este método pro-
porciona una corriente continua con la cual se imple-
mentan los métodos de PWM para el control de inten-
sidad, que para el planteamiento de este trabajo es de
suma importancia. Se utilizé un adaptador de fuente
conmutada para alimentar el sistema en general. Este
cumplia con las caracteristicas requeridas para la ali-
mentacion, brindando un voltaje de 16 V, con capaci-
dad para soportar 4.5 A, lo cual da la alimentacion a
todos los circuitos utilizados.

El circuito que se implement6 para la alimentacion
del sistema es el que se muestra en la Figura 4 donde
se utilizo6 el circuito integrado MAX16833c.
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FIGURA 4. Circuito de control de la corriente de
alimentacion del LED.
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Para el censado de la corriente del LED se utiliza una
resistencia de censado que se conecta entre IN y CS.
Usando la Ecuacién 1 para el calculo del valor de la

resistencia:
Rsense(Q) = 1 VsnshitVsnsio)(V) 1)
2 ILep(A)
En donde V., es el umbral de alto voltaje censado y
Vo0 €S el umbral de bajo voltaje censado.

Para la operacion del regulador de corriente interno
del integrado 16833C se emple6 la Ecuaciéon 2; en la
cual se regula la corriente del LED mediante el uso de
un comparador con histéresis. Cuando la corriente que
circula a través del inductor aumenta y el voltaje a tra-

579

vés de la resistencia de censado supera el umbral el
Mosfet se apaga. El Mosfet interno se vuelve a encender
cuando la corriente del inductor disminuye a través del
diodo de libre paso hasta que el voltaje que cruza por
la resistencia de censado es igual al valor bajo del
umbral. Usando la Ecuacién 2 se puede determinar la
frecuencia de operacion del controlador.

— (Vin—nVLep)*NV ep*RseNsE
VIN *AV*L

()

fsw

Mediante el uso de la herramienta de disefio de la
compailia Maxim Integrated se hizo la seleccion de los
componentes para el controlador Max1683Casa que
se utilizo en este proyecto, el cual se muestra en la
Tabla 1.

TABLA 1. MAX1683C Design Tool

DESCRIPCION siMBoLO ENTRADA m COMENTARIOS
i 16 v

Maximo voltaje de

entrada vin

Voltaje de operacién

del LED vf
Resistencia dindmica
del LED Rd
Nimero de LEDs N
Corriente de LED lo

Diodo de libre

. Ve
manejo

10

08

Vfen el punto de
operacion.

Rden el punto de
operacion.

A

d 05 v
DESCRIPCION simBoLO mm COMENTARIOS

Voltaje de salida Vo
Corriente de salida Al

Ciclo de trabajo D

Inductor minimo L

Frecuencia de

ot Fs
oscilacion

Vin-Vo minimo AV

Resistencia
equivalente

Resistencia de
sensado

10

0.24

063

1747

910.55

0.24

0.25

Para el convertidor
tipo buck Vo tiene
que ser menor de
Vin.

v

uH

KHz

Si Vin-Vo<AV, la
precisién de la
corriente no se
puede garantizar.
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Regulacion de la intensidad del LED
Laregulacion de la intensidad del LED, se llevo a cabo
mediante el control de PWM, el cual proporciona una
variacion en el ciclo de trabajo en la forma de onda de
la corriente, llevando a una transicion entre el apagado
y encendido del LED dando la impresion de que la
intensidad de iluminacion desciende o aumenta 18,

El circuito de la Figura 5 muestra la circuiteria que se
utiliz6 para el control de intensidad del LED en el cual
se implement6 un LM7805 para regular el voltajea 5 V
para el circuito LM555 que tiene un limite de 16 V de
entrada, con el cual se generan la modulacion por
ancho de pulso.

5Vdc var

1k i U2

vce

0
= TRIGGER PWM
D1 b2 [ 1 4| ReseT ouTPUT |22t
DIODE F CONTROL
1

On THRESHOLD
DISCHARGE
- GND

(NIN)

d
]
14
o
o
m
!
Ll

o

5558
1

g

g2 2
O

FIGURA 5. Circuito de control de intensidad mediante PWM.

El LM555 se utilizé de forma astable el cual funciona
mediante el uso de un capacitor externo que se carga a
través de R,+R,, y descarga a través de R,. El radio del
ciclo de trabajo se puede hacer tan preciso mediante el
radio de las dos resistencias. En este modo de operacion,
el capacitor se carga y descarga entre 1/3 Vcc y 2/3 Vcc.

En este modo de operacion se puede determinar el
valor de la salida en alto y el valor de la salida en bajo,
el total de periodo y la frecuencia de oscilacion del 555
mediante las siguientes ecuaciones.

El tiempo de carga (salida alta) esta dada por la
Ecuacion 3:

t, = 0.693(R, + Rp)C 3)

El tiempo de descarga (salida baja) esta dada por la
Ecuacion 4:

El periodo total se determina mediante la siguiente
Ecuacion 5:

T=t,+t,=0.693(R, + 2R5)C (5)

La frecuencia de oscilacion esta dada por la Ecuacion 6:

_1_ 144
f= T~ (Ra+2Rp)C ©)
Construccion del

sistema de fototerapia

La construccion del sistema de fototerapia se llevo a
cabo mediante la ayuda del simulador Orcad Layout
9.2, en donde se diseflaron los circuitos electréonicos
en su forma de esquematicos, asignandole previa-
mente los componentes que serian utilizados como
entradas y salidas de alimentacion, ya que es parte del
proceso de diseio de PCBs (por sus siglas en inglés
Printed Board Circuit), para posteriormente ser proce-
sados en Layout y generar sus respectivos archivos
.MAX que son los formatos para la elaboracion de
tablillas electrénicas.

La alimentacion general del sistema se llevé a cabo
mediante el uso de un eliminador conmutado que pro-
porcionaba una tension de salida de 16 V con una
corriente maxima de 4.5 A.

Como se comento6 en el inicio del apartado, esta ali-
mentacion se distribuy6 a través del sistema mediante
el uso de reguladores de tension para alimentar las
diferentes etapas y circuitos del sistema, como se
muestra en la Figura 6 y en la Figura 7.
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FIGURA 6. Reguladores de tension5V, 12 V.
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FIGURA 7. Controlador para el control de la corriente del LED
se repite para cada LED.

Mediante el uso de Arduino (Micro controlador
Atmega328), se controlo el sistema de encendido y
apagado del sistema, proporcionando una senal de
salida mediante la salida digital 4 para la activacion de
un relay externo y asi poder alimentar la etapa de
potencia del circuito que controla los controlador para
la excitacion de los LEDs, mediante la salida digital 13
se conect6 un transistor 2N2222a que se activa para el
encendido de un buzzer que se activa al finalizar el
tiempo de tratamiento ver Figura 8.

FIGURA 8. Diagrama de conexién del microcontrolador
Atmega 328.

Se utilizaron las salidas digitales y entradas analogi-
cas para la manipulacién del microcontrolador, las
cuales se muestran a continuacion en la Figura 9.

JP1
DISPLAY hector para P

I

FIGURA 9. Salidas digitales parala pantallay

entradas analogicas para los botones.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se mencionan los resultados obteni-
dos en la construccion del sistema de fototerapia y los
resultados de la caracterizacion del sistema, se mostra-
ran las diferentes figuras obtenidas en la caracteriza-
cion, los diagramas eléctricos, la generacion del
archivo. MAX para el PCB, la sefial de entrada al con-
trolador LED proporcionadas por el LM555.

Senal generada por el PWM

proporcionada por el LM555
Mediante el uso del LM555 se gener0 una sefial cua-
drada con una frecuencia que variaba entre los 19 kHz
alos 22 kHz, las cuales fueron introducidas a las entra-

D30 2 53400533 Fri Jan 22 03:51:35 2016

FIGURA 10. Figura de la onda cuadrada directamente del 555.
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das PWM de los 2 controlador, y asi controlar la inten-
sidad luminica de los LEDs, la Figura 10 muestra la
sefnal extraida del pin 3 del 555.

Caracterizacion de los diodos LED

Para la caracterizacion del LED se midieron tres para-
metros que son importantes para el tratamiento de la
bilirrubina uno de ellos es la longitud de onda en
donde se busco que los LEDs tuvieran la longitud de
onda de entre los 420 nm a 500 nm, que como se ha
mencionado en apartados anteriores es la longitud
ideal para la isomerizacion de la molécula de bilirru-
bina, la temperatura la cual se esperaba que no supe-
rara los 120 °C para cuidar la integridad y funciona-
miento optimo del LED, y por dltimo la intensidad
luminica que es irradiada por el sistema.

Caracterizacion de lalongitud de onda

El primer parametro que se analiz6 fue la longitud de
onda que se caracterizd6 con un espectrometro de la
marca StellarNet, facilitado por el laboratorio de optica
de la UACJ, que tiene capacidad de medir longitudes de
onda de entre los 200-1150 nm, y mediante una cable de
fibra 6ptica que es conectado al sistema para recepcion
de datos, y decodificados por medio del propio software
del equipo, la fuente de iluminacién se coloc6 en la
parte posterior de la fibra optica y se vario la corriente
que circulaba por los LEDs para que la intensidad lumi-
nica fuera cada vez mayor, midiendo la transmitancia
que se producia desde la fuente de iluminacion.

Se utilizo el software Fityk 0.9.8 para la interpretacion
de los datos y se obtuvo una media de la longitud de
onda con centro en los 442.5 nm , con una media para
el ancho de banda de 8.6 nm, con una corriente que
variaba desde 100 mA a 570 mA con incrementos de 50
mA debido al potenciometro de carbéon que se utilizo,
lo cual nos impedia tener incrementos mas precisos,
sin embargo nos permitia estar dentro del rango esta-
blecido para el tratamiento de la ictericia, y lo que nos
asegura el funcionamiento correcto del sistema esta-

blecido, segiin los diferentes autores mencionados en
este trabajo, realizando el mismo ejercicio pero ahora
con una corriente de 40 mA se gener6 una longitud de
onda con centro en los 442.5 con un ancho de 10+2 nm,
demostrandonos que el centro de la onda se variaba
segun la intensidad, registrada.

TABLA 2. Caracterizacion de la longitud

de onda de ambos LEDs
N

1 100 443 8

2 100 443 8

1 150 4425 8.25
2 150 4425 8.25
1 200 443 8.25
2 200 4425 8.25
1 250 443 8.25
2 250 4425 8.25
1 300 443 8.25
2 300 4425 8.25
1 350 4425 85
2 350 4425 85
1 400 4425 85
2 400 4425 85
1 450 443 875
2 450 443 875
1 500 443 85
2 500 441 9

1 550 443 875
2 550 441 10

1 570 443 875

Caracterizacion de la
temperatura de los diodos LED

Otro de los parametros que se caracterizé en los LEDs
fue el de la temperatura, la cual se hizo sometiéndolos a
los diferentes niveles de corriente eléctrica con los que
se trabajaria para que la temperatura aumentara paula-
tinamente al variar el potenciometro del PWM, los
incrementos que se dieron a la corriente no fueron cons-
tantes debido a que se utilizo un potenciometro rotato-
rio lo cual no permite incrementos finos o con una pre-
cision grande realizando un total de 30 mediciones.
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Una vez que se encendi6 el sistema se utilizo un ter-
mometro fluke 5411 B para medir la temperatura de los
LEDs, utilizando 2 termopares tipo K, y registrando
una temperatura ambiente de 20.6 °C, los termopares
se posicionaron en la superficie de los LEDs como se
muestra en la Figura 11 y se colocaron en una sola
posicion mediante la ayuda de un par de caimanes
sujetos a una base metalica, impidiendo su movi-

miento y logrando una mejor adquisicion de datos.

FIGURA 10. Medicion de temperatura
en la superficie de los LEDs.

Se hizo un barrido de treinta datos, con tres repeticio-
nes cada uno para obtener un promedio mas exacto de
las mediciones, de tal modo que en total se gener6 un
total de 180 datos dividido entre las repeticiones
hechas, como se muestra en la Tabla 3 y Figura 12.

Corriente (mAmp)

FIGURA 12. Comparacion Grafica dela
temperatura de los LEDs.

TABLA 3. Promedios de la temperatura de los LEDs.

Corriente mAmp Promedio Promedio
0.00959 9.59 2430 2440
0.0209 209 2450 2473
0.02889 28.89 2477 25.20
0.03971 3971 2533 2590
0.04967 49.67 2573 26.50
0.06988 69.88 26.80 2753
0.08442 84.42 2747 28.83
0.09815 9815 28.60 2930
0m934 19.34 28.60 30.90
014707 147.07 29.67 3113
015696 156.96 3043 3253
0.20473 204.73 3247 3443
0.25768 25768 34.27 3783
0.32155 32155 3737 41.07
0.36875 368.75 3913 43.20
0.39706 397.06 4027 43.57
041281 412.81 4133 44.80
0.45655 456.55 4260 4547
0.49501 495.01 4433 48.00
0.52278 522.78 4593 50.03
0.55299 552.99 4577 5333
0.60019 600.19 46.10 5590
0.61529 615.29 5013 57.20
0.62271 62271 4913 5777
0.66532 665.32 53.87 59.93
0.67704 67704 59.23 6140
0.69942 699.42 69.23 71.60
0.7491 7491 7010 7850
0.76601 766.01 70.20 79.20
0.77041 770 70.90 8010

Se hizo una comparacién entre los valores de cada
LED para determinar la variaciéon que existia entre la
media de cada uno y determinar la temperatura que
variaban entre si, dando como resultado la siguiente
Grafica de cajas ver Figura 13.
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Boxplot of led1, led2
Summary Report

Distribution of Data by Group
Compare the center and the variability across samples. Identify any outliers.

Data
g

led1 led2

Statistics led1 led2

N 30 30
Mean 41319 45.01
StDev 14951 17356
Minimum 243 244
Maximum 709 80.1

FIGURA 13. Grafica de cajas.

Donde se puede ver que existe una media de las tem-
peraturas de 41.3 para el LED 1 y 45.01 para el LED 2,
en este caso, la desviacion estandar no es un factor
que sea influyente debido a que la variacion entre la
temperatura era ascendente logicamente por el incre-
mento de la corriente que estimulaba la excitacion de
los LEDs, se muestra también el valor maximo y
minimo de las temperaturas alcanzadas, que indican
un buen control de la misma, ya que la temperatura
permitida en este tipo de LEDs oscila entre los 110 y
los 120 °C.

Caracterizacion de
laintensidad luminica

La intensidad de los LEDs se midi6 mediante un
medidor de intensidad luminica Tenma 72-7250 Ligth
Meter proporcionado por el coasesor de este proyectoy
se utilizd6 la siguiente metodologia; se regulo la
corriente que circulaba por los LEDs, obteniendo dife-
rentes intensidades a medida que aumentaba la
corriente en éstos, y se utilizd una caja color negro
cerrada para ayudar a que no existieran valores altera-
dos por la iluminacion del medio.

En la Figura 12 se puede observar el método que se
utilizo, posicionando el sensor a una distancia de 2.5

pulgadas de la fuente de iluminacién, tomando una
serie de 39 datos diferentes (ver Tabla 4 y Figura 14) y
posteriormente se graficé la respuesta de la corriente
vs la intensidad (LUX) ver Figura 15.

TABLA 4. Corriente vs intensidad.

0.00216 2 216
0.0063 4 6.3
0.00773 6 773
0.01001 9 10
0.01563 12 15.63
0.02065 14 20.65
0.02705 16 27.05
0.03064 19 30.64
0.03423 22 34.23
0.04698 29 46.98
0.05668 30 56.68
0.07344 39 7344
0.08777 44 8777
0.09573 46 9573
010194 54 101.94
01253 63 1253
014317 72 14317
016458 84 164.58
019012 92 19012
0.2021 99 20211
0.22931 15 22931
0.29416 150 29416
033777 155 33777
0.37986 179 379.86
0.41961 209 41961
045502 231 455.02
047261 244 472.61
0.51458 267 514.58
0.57796 284 57796
0.60502 306 605.02
0.64713 336 64713
0.72002 350 720.02
0.76485 393 764.85
0.80837 423 808.37
0.83724 449 83724
0.94611 504 9461
0.98524 529 985.24
1.00401 536 1004
1.09345 589 1093.45
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FIGURA 14. Caracterizacion de la intensidad
luminica de los LEDs.

Corriente VS Lux

Corriente (mMAmp)

FIGURA 15. Curva de corriente vs intensidad.

Diseiio de la placa del circuito impreso
Mediante el software Layout se disefié la placa del
circuito impreso PCB, a dos caras para poder realizar
todas las conexiones requeridas en el sistema, una vez
establecidaslas entradasysalidas del circuito mediante
el software Orcad 9.2 que se muestra en la Figura 16.

FIGURA 16. Diagrama general del circuito eléctrico.

Una vez que fueron generados los archivos correspon-
dientes .bom, .dcr, .mnl en Orcad 9.2 para el disefio de la
tablilla de circuito impreso se procedi6 a realizar el area

de insercion de componentes en la PCB ver Figura 17.

FIGURA 17. Area de insercién para los
componentes en la PCB.

Una vez acomodados los componentes en el area esta-
blecida por la linea amarilla (board outline), se proce-
dio6 a realizar el auto ruteo de las pistas para la cone-
xion de las mismas mediante el uso de las herramien-
tas de layout localizadas en Auto—>autoroute —>board,
lo cual genera las pistas automaticamente, generando
las dos diferentes caras de la tablilla Top, Figura 18, y
Bottom, Figura 19, y en ambos lados, Figura 20.
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IININIEEINNEN
FIGURA 20. Ambas caras de la PCB top y bottom.

Se realizé también el diagrama esquematico para la tiempo de encendido y apagado del sistema de fotote-
utilizacion de los push-button, que establecen el rapia. Ver Figura 21.

6
1o 02

f

. i
L

FIGURA 21. Diagrama esquematico de los push-buttons.
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Comparacion técnica de los
equipos existentes con el propuesto
Se realiz6 un analisis de las caracteristicas técnicas
del prototipo presentado y sus comparaciones contra 2
equipos existentes en el comercio los cuales se pueden
apreciar en la Tabla 5.

TABLA 5. Comparacion técnica de dos
equipos comerciales vs el prototipo propuesto

- Prototipo Photherapeutic Lamp Bilitron

Fuente de iluminacion LEDsde10W LED de alta potencia N/E LEDsde5W

Cantidad de LEDs 2 10 5

Longitud de onda/nm 441-443 450-470 460
Nivel de iluminacién a 50
cmdealtura 25 pW/cm?/nm Mas de 50 pW/cm2/nm 16 pW/cm?/nm
(T,;izgf estimado de vida 30000 30000 20000
gg;'r':c?;ﬂ':;)de 30-70 40-90 50
Area iluminada (cm?) 2800 1800 1200
Timer Sl, 1segto 60 hrs SI,10 min to 24 hrs SIN/E
Alimentacion 110/220 V60 Hz 110/230 V50-60 Hz 127/240 V 50/60 Hz
Consumo eléctrico (W) 7w Maéximo 150 W N/E
Dimensiones (cm) 1x18x6.5 52x18.5x10 1.6x24x6
Peso del equipo (kg) 12 7 N/E
CONCLUSIONES

A través del disefio y construccion del prototipo de
sistema de fototerapia se concluy? lo siguiente:

» Se disefié y construyd un circuito generador de
PWM, mediante el uso de un 555 de uso comun, el
cual fue capaz de generar una onda cuadrada que
fuera introducida en el controlador de corriente
para controlar la iluminacion de la intensidad de
laluz del LED.

» Se construyeron dos controladores para el control
de la corriente de los LEDs de forma independi-
ente, que presentaban una desviacion estandar
en la toma de datos de 0.002 y 0.005 respectiva-
mente para cada LED.

» Se programoé el microcontrolador Arduino para
programar el tiempo de encendido y apagado del
sistema mediante la introduccién del tiempo
deseado en horas, minutos, y segundos, ademas
de un tiempo de espera y un reset general para
volver a escoger un tiempo deseado todo esto para
estar controlando la etapa de potencia del cir-
cuito, a través de una interfaz con un display de
16x2 LCD.

» Se caracterizaron los LED de alta potencia en tres
formas diferentes (longitud de onda, tempera-
tura, e intensidad), para determinar la funcionab-
ilidad y aceptacion para un sistema de fototerapia
para ictericia neonatal.

» Sedisef6 la placa de circuito impreso mediante la
ayuda del simulador Orcad Layout, a dos caras
para reducir el espacio utilizado, tomando en con-
sideracion los arreglos estéticos que se recomien-
dan en las diferentes bibliografias utilizadas.

» Se utilizaron dos LEDs de alta potencia de 10 W
para el propésito de conservar la intensidad
requerida para el tratamiento, minimizando el
espacio utilizado por la cantidad de LEDs utiliza-
dos en los equipos convencionales.

» Seglinlos analisis realizados de la intensidad vs la
distancia, se concluye que el prototipo propuesto
compite contra los equipos actuales dado que
guarda un nivel de intensidad suficiente para el
tratamiento.

Por todo lo anterior se concluye que se construyé el
prototipo de un sistema de fototerapia con posible apli-
cacion para ictericia neonatal, ya que segun los dife-
rentes resultados el prototipo cuenta con las caracte-
risticas basicas para el tratamiento fototerapia segin
se ha mostrado en la Tabla 5.
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ABSTRACT

This work presents the design, analysis and implementation of a mechatronic System focused on helping to im-
prove Rehabilitation therapies to patients affected by some Radial Nerve Injuries (SYRR-NERI). The device was
developed with the aim of finding simple solutions for the different subsystems that form the SYRR-NERI. The
mechatronic system basically consists of two coupled four-bar mechanisms with a Proportional-Integral-Derivative
(PID) controller in their respective drive motors to regulate the rotational velocity. In addition, each mechanism has
touch sensors in order to limit its movement. The implementation of the control algorithm and the logic to perform
the synchronized movements is performed by a microcontroller. The result is an affordable and functional prototy-
pe which needs to be tested in real situations with the help of physiotherapists and patients to obtain the necessary
information to improve its performance.

KEYWORDS: Mechatronics, radial nerve, rehabilitation.
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RESUMEN
Este trabajo presenta el disefio, analisis e implementacion de un sistema mecatréonico enfocado en ayudar a mejo-
rar las terapias de rehabilitacion para pacientes afectados por algunas lesiones del nervio radial. El dispositivo fue
desarrollado tratando de proponer soluciones sencillas para los diferentes subsistemas que integran el dispositivo.
El sistema mecatronico consiste basicamente en dos mecanismos acoplados de cuatro barras con un controlador
Proporcional-Integral-Derivativo (PID) en sus respectivos motores impulsores para regular la velocidad angular.
Ademas, cada mecanismo tiene sensores tactiles para limitar el movimiento. La implementacién del algoritmo de
control y de la 16gica para realizar los movimientos sincronizados se lleva a cabo mediante un microcontrolador. El
resultado es un dispositivo econémicamente accesible y funcional que tiene por objetivo ser probado en situaciones
reales y, con la ayuda de fisioterapeutas y pacientes, obtener la informacion necesaria para mejorar su desempefo.

PALABRAS CLAVE: Mecatronica, nervio radial, rehabilitacion.
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INTRODUCTION

The radial nerve is one of the most important nerves
in the human body. It is the responsible for the sensi-
tivity of the back-side and side of the arm and forearm,
the dorsal wrist and hand, and the first four fingers, of
the extension and supination of the forearm, hand and
fingers. For a more detailed description of the radial
nerve anatomy, see 2. The superficial branch of the
radial nerve (SBRN) is the third most commonly dam-
aged peripheral nerve and is readily amenable to
repair. Injury may result from fractures, lacerations,
sustained pressure or may be iatrogenic . These inju-
ries can cause a loss of sensation and motor functions
of the hand, see Figure 1. It is necessary to perform
rehabilitation for the hand to regain previous dexter-
ity. Currently, most rehabilitation activities are per-
formed manually by physiotherapists. However, this
involves high personnel costs and the lack of motiva-
tion from patients to perform exercises 3.

FIGURE 1. A typical SBRN injury.

According to data from a World Bank report about dis-
ability 4, one billion people, or 15% of the world’s popu-
lation, experience some form of disability, and disability
prevalence is higher in developing countries. Among
them are a large number of people with motor disabili-
ties. This renders rehabilitation a primary challenge
with the goal of helping and improving the quality of life
for patients by using new technologies in rehabilitation
centers. In recent years, one of the trends in robotics and
mechatronic engineering has been the development of

medical devices, especially for physical rehabilitation
tasks 5 %7, Today, the concept of “rehabilitation robot”
may include a wide array of mechatronic devices rang-
ing from artificial limbs to robots for supporting rehabil-
itation therapy or for providing personal assistance in
hospital and residential sites 9., In particular, rehabili-
tation robots for hand and wrist injuries can be divided
into three groups: prosthesis [ 11 exoskeletons [3- 12 131
and non-anthropomorphic devices 49, The device
developed for this paper belongs to the third group.

Kawashi et al. 4, developed a robot assistant with 18
degrees of freedom (DOF) for rehabilitation therapy.
The robot has a self-motion control, which allows the
impaired hand of a patient to be controlled by his or her
healthy hand on the opposite side. The hand motion
robot assistant is designed to support the flexion/exten-
sion and abduction/adduction fingers and thumb
motions of independently as well as the opposability of
the thumb. One of the requirements of this device is
that patients must have a healthy hand to control the
robot assistant. Khokhar et al. 5! presented the design,
control and testing of a rehabilitation/assistive device
for the wrist flexion/extension and ulnar/radial devia-
tion. This mechanism has 2 DOF and uses electromyog-
raphy (EMG) signals to identify the user’s intention and
helps with the movement of the hand by supplying the
assistive force. The authors propose testing the device
with real patients as a future work. Kim et al. '®! present
the design and manufacture of a wrist rotation rehabil-
itation robot based on force measurements for severe
stroke patients. The device has only 1 DOF (the wrist
rotation) and it can be used only on patients lying in bed
wards. A robot called the Closed-chain Robot for
Assisting in Manual Exercise and Rehabilitation
(CRAMER) was developed by Spencer et al. "7, The
CRAMER uses a parallel mechanism to assist in 3 DOF
wrist and forearm exercises. In order to keep the low
cost of the device, the authors use hobby servomotors
and they propose using the Nintendo Wii to comple-
ment rehabilitation tasks. Williams et al. 8!, presented
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a pioneering clinical result which suggest that robot-
aided neurorehabilitation can have a positive influence
on neuro-recovery following a stroke. Recently, Squeri
et al. "have shown the efficiency of a robot-based ther-
apy for upper limbs. The therapy is based on move-
ments with slow oscillatory patterns of small amplitude
and progressively increasing bias, in order to maximize
the recovery of the active range of motion.

As previously stated, disability prevalence is higher
for developing countries. Moreover, the commercial
rehabilitation devices are expensive and are usually,
they are unaffordable for public health institutions. In
this work the design, analysis and implementation of a
mechatronic System focused on helping to improve
Rehabilitation therapies for patients affected by some
Radial Nerve Injuries (SYRR-NERI) are presented.

PHASE 4
System development

Mechanical
,,,, subsystem "\‘
. S

PHASE 3
System design

¢¢¢¢
Lo
e
-

PHASES 1 and 2
Planingand _i i
requirements 1

specifications N
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Hardware
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S

. -
.......

Software
""""" subsystem '~.,\

., o
.......

PHASE 5
System integration

PHASE 6
System validation

PHASE 7
—> System
delivery

FIGURE 2. SPIES methodology applied to the development of the SYRR-NERI.

The developed movements by the mechatronic sys-
tem are flexion/extension of the wrist and flexion/
extension of the hand fingers from the metacarpus.
The device is based on two coupled four-bar mecha-
nisms. Each mechanism drive (DC motor) has a
Proportional-Integral-Derivative (PID) controller to
regulate the rotational velocity. In addition, touch sen-
sors are used to limit the mechanism’s movement. The
implementation of the control algorithm and the logic
to perform the synchronized movements are per-
formed by an ATMEGA 16 microcontroller. The result
is an affordable and functional prototype which needs
to be tested in real situations with the help of physio-
therapists and patients to obtain the necessary infor-
mation to improve its performance.

METHODOLOGY

Mechatronic design of the SYRR-NERI

The device proposed in this work belongs to the
embedded system category, therefore, in order to
develop it, the SPIES methodology [20] was considered.
The use of this methodology enables proper system
maintenance and facilitates the system upgrade. Figure
2 shows the SPIES methodology applied to the develop-
ment of the mechatronic system proposed in this work.

The SPIES methodology begins with requirements
specifications of the system to be built (phases 1 and
2). In the next phase, a conceptual design of the sys-
tem must be carried out; this phase is focused on two
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system issues: functional design and architectural
design. Phase 4 complies with the system implementa-
tion. In order to optimize this task, the system is
divided into three subsystems: mechanical, hardware
and software. Therefore, the subsystems can be devel-
oped concurrently. In Phase 5, activities that form the
subsystems are developed, including basic tests to
determine the correct coupling between the subsys-
tems. The validation phase includes extensive field
testing for determining the correct operation of the
embedded system. Finally, the embedded system is
ready for delivery. The following sections describe the
most relevant details of these phases.

Specifications

In order to obtain the design specifications for the
mechanism, we attended some therapy sessions and the
physiotherapist determined that for the rehabilitation of
a typical injury in the superficial branch of the radial
nerve, the therapy consists of manual or electrically
induced repetitive movements. The cycles are hand
extension/flexion with amplitude on the order of 60° in
about 3 s, see Figure 3. In addition to hand movement,
synchronized finger movement is also necessary, for
example movement cycles such as hand extension/fin-
gers extension/fingers flexion/hand flexion. Moreover,

the device must be compact, portable and affordable.

FIGURE 3. A typical SBRN injury.

Mechanical subsystem
Due to the desired movement, a plane mechanism is
considered because of its simplicity over a spatial mech-
anism. The four bar mechanism was chosen because it is

one of the simplest solutions for movement in a plane 24,
Two coupled four bar mechanisms were proposed
(Figure 4a). The extension/flexion movement of the
hand is carried out by the link 4 of the mechanism 1, see
Figure 4b, while the movement of the fingers is devel-
oped by the link 4 in mechanism 2, Figure 4c.

a) b) o

FIGURE 4. Coupled four bars mechanisms.
a) Both mechanisms in their initial position. b) First
mechanism with hand extension movement. c) Second
mechanism with fingers extension.

The mechanisms synthesis was based on the analyti-
cal procedure described in ?" taking into account the
average dimensions of the hand and forearm of a
Mexican adult ?2. The links dimensions are shown in
Tables 1 and 2.

The degrees of freedom (DOF) for each mechanism
were calculated by the Gruebler equation !

M =3(n—1) - 2j, - 2j, 1)

where M is the number of DOF, n is the number of
links, j, is the number of main joints (revolute, pris-
matic) and j, is the number of superior order joints
(gears, cams).

Applying Equation (1) to each four bars mechanism
with n=4,j = 4 andj, = 0, it can be determined that the
number of DOF for each mechanism is equal to one.

Moreover, the Grashof condition given by Equation
(2) was verified for each mechanism.
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S+L<P+Q (2)

where S is the shortest link length, L is the shortest
largest link length, P and Q are the other two links
length.

TABLE 1. Links dimension for the mechanism 1.

Link Dimension (mm)
1 120
2 40
3 100
4 80

TABLE 2. Links dimension for the mechanism 2.

Link Dimension (mm)
1 109.1
2 60
3 80
4 70

According to the data in Tables 1 and 2, both mecha-
nisms are Grashof which means at least one link is able
to rotate 360° with respect to the fixed reference.

Position, velocity, acceleration and forces analysis for
the designed mechanisms were carried out analyti-
cally by Matlab based on procedures described in [21]
and the obtained results were corroborated by simula-
tions of the mechanisms in Solid Works. In this work,
only the results for the first mechanism are presented.
For a more detailed information see 31,

Position analysis consists of obtaining the angles 4,
¢, and y from the input angle ¢, and the known links
length, see Figure 5.

FIGURE 5. Angles in a four bars mechanism.

Position equations for a closed four bar mechanism
are given by Equations (3), (4) and (5) ?*.

b%?+c?—FH?
— -1
y = cos”t [F5] @
— —a sinf,+c siny
-z ]
93 ta d+b—a cosf,—c cosy (4)
- a sinf,—b siny
6, = 2tan~! [ 2 ]
4 a cosB,+c—d—-b cosy (5)

where a is the length of link 2, b is the length of link
3, cis the length of link 4 and

FH = \/d% + a2 — 2ad cos 6, .

In Figure 6, the angular positions as a time function for
mechanism 1 are shown. As can be observed in Figure
6a, a constant angular velocity is considered as the
mechanism input. Velocity equations for a closed four
bar mechanism are given by Equations (6) and (7) 2.

__ aw,sin(6,—03)
37 bsin(6;—0,) ©)

__aw,sin(0,-63)
4+ csin(6,—065) 7)

where o, is the angular speed of link 2, e, is the angu-
lar speed of link 3 and o, is the angular speed of link 4.
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FIGURE 6. a) Angular position of the input link of mechanism 1. b) Angular position of the coupler link of mechanism 1.
©) Angular position of the output ink of mechanism 1.

In Figure 7a the angular velocity of the output link of _ aa,sin(6,-6,)+aw3 cos(8,-6,)—cw}+bw3 cos(8;-6,) ®)
. . . b sin(6;—6

mechanism 1 is presented. To verify these results, the sin(Bs=6.)

mechanism movement was simulated in Solid Works.

The results for angular velocity of the output link of a, = 4 sin(8,—65)+aw$ cos(8;—05)+bwi—cw} cos(8,-63) ()
csin(6,—63)

mechanism 1isshowninFigure 7b. Ascanbe observed,
the results obtained from Solid Works are consistent

with those found with Matlab. The acceleration analy- where «, is the angular acceleration of link 2, a, is the
sis was carried out using Equations (8) and (9) PY. angular acceleration of link 3 and «, is the angular
Results for links 3 and 4 are presented in Figure (8). acceleration of link 4.
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FIGURE 7.a) Angular velocity of the output link of mechanism 1.
b) Angular velocity of the output link of mechanism 1 obtained with Solid Works.
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FIGURE 8.a) Angular acceleration of the output link of mechanism 1.
b) Angular acceleration of the output link of mechanism 1 obtained with Solid Works.

The dynamic forces analysis was carried out by the torque required to perform the movement consider-
matrix method described in ?4. Through this analy- ing the external load are obtained by solving the fol-
sis, the forces in the mechanism connections and the lowing Equation

-1 0 1 0 0 0 0 0  01[F21x] [M24g2x]
0 _1 0 1 O 0 0 0 0 Fz 1y MzAgzy
T21y ~T2ix ~T22y  Ta2x 0 0 0 0 11| F32x La,
0 0 -1 0 1 0 0 0 0||Fszy| [MsAgsx
0 0 0 -1 0 1 0 0 Of|Fasx|=|M3443y (10)
0 0 T32y  —T32x ~T33y T33x 0 0 O|[Fazy Lo
0 0 0 0 -1 0 1 0 O||Figx MyAgsy
0 0 0 0 0 -1 0 1 0||Fiay MyAgsy
[ 0 0 0 0 Tyzy  ~Tizx  ~Taay Taax Ol I, 1 | La,

where r; is the mass center vector of the link i refer- The interconnection forces F, are used to design the
enced to jointj, F, is the force of the link i over the link connector between the mechanisms links. The obtained
k, M. is the mass of the link i, A, is the mass center torques T, are taken into account when selecting the
acceleration of the link i and I, is the momento of iner- driver motors for each mechanism. In Figure 9 the cal-
tia of the link i. culated torques for both mechanisms are shown.

a) 3 x10° b) 8 x10°
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FIGURE 9. a) Calculated torque for mechanism 1. b) Calculated torque for mechanism 2.
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Hardware and software
subsystem development
The features offered by microcontrollers meet the
needs of the proposed system in this project. Therefore,
SYRR-NERI is a microcontroller-based embedded sys-
tem. Due to the close relationship between hardware
and software subsystems of this type of system, this
section describes both subsystems together. In this
paper, this union is referred to as Subsystem of
Processing and Control. Figure 10 shows the main com-
ponents that make up the Subsystem of Processing and

— Subsystem of Processing and Control

Control, and the relationship between them. These
components are grouped to form modules that per-
form a specific function. Therefore, this subsystem is
comprised of four modules: Central processing device,
User interface, Motor control and Position detection.
Each of these modules includes a hardware section
and a software section. Determining the current posi-
tion of the mechanical subsystem of SYRR-NERI is
carried out by the Position detection module. To this
end, this module has two snap action switches per
motor, SAS={SAS4,SAS3,SAS2,SAS1}, see Figure 10.

ing Device N\
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FIGURE 10. a) Calculated torque for mechanism 1. b) Calculated torque for mechanism 2.

Thus, the position of mechanical subsystem is indi-
cated by status of these elements and considering the
system trajectory, only five states can occur. The Position
sensor driver component includes hardware that moni-
tors the SAS status. When an event occurs, this infor-
mation is passed on to the Position detection compo-
nent through an external interruption. In response, the

SAS status is determined, then it is encoded and trans-
mitted to the Motor control module through s3, s2 and s1
signals. Table 3 shows the sequence of SAS states gener-
ated for one work sequence of the mechanical subsys-
tem. Furthermore, the code for each SAS status is also
shown. The F2 variable is used to ensure proper
mechanical subsystem trajectory.

TABLE 3. The sequence of SAS statuses and its coding.

SAS Status Code M:g‘s‘:t'i“o';‘“

SAS4 | SAS3 | SAS2 | SASI | F2 3 ) sl Tnitial

0 1 0 1 0 0 0 0

0 1 0 0 0 0 0 1

0 1 1 0 0 0 1 0

0 0 1 0 0 0 1 1

1 0 1 0 1 1 0 0

0 0 1 0 I 1 0 1

0 1 1 0 I 1 1 0

0 1 0 0 I 1 1 1

0 1 0 1 0 0 0 0 Tnitial
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Finally, the most complex module is described, the
Motor control, see Figure 10, which is responsible for
the proper functioning of the mechanical subsystem.
The hardware section of this module is composed of
two 12V, 100:1 gear motors with encoder (M1 and M2),
whose function is to move the mechanical subsystem
and the Motor driver, which includes logic to decode the
information from the Motor control component and
define the motor’s behavior (see Table 4) and a quadru-
ple high-current half-H driver L293-B, used to provide
bidirectional drive current to both motors. Meanwhile,
the Motor control component is designed to fulfill two
functions: 1) manage the movement of mechanical sub-
system, and 2) ensure a smooth, stable and constant
motor speed.

First, every time the system is powered or rot signal
is activated, the Motor control component executes a

routine placing the mechanical system in its initial
position, where both SAS1 and SAS2 are active (s3, s2,
s1 code is “000”). Furthermore, this component per-
forms a work sequence when C signal is active and
indicates the end of this task by activating the ws_ok
signal.

In order to generate the mechanism movements that
complete a work sequence, the component is based on
s3, s2 and s1 signals to determine which motor must
work and its rotation direction; this information is
transmitted to the Motor driver via the En, Rot and M
signals.

Moreover, to fulfill the second function, the compo-
nent implements a Proportional-Integral-Derivative
(PID) controller to minimize the error over time by
adjusting the motor speed.

TABLE 4. The sequence of SAS statuses and its coding.

Signals from
Code motor control
component
s3, 82, sl En M Rot | Action

000 0 X X | Both M1 and M2 are stopped
001 1 0 0 M1 receives PWM signal (right rotation), M2 is stopped
010 0 X X | Both M1 and M2 are stopped
011 1 1 0 M2 receives PWM signal (right rotation), M1 is stopped
100 0 X X | Both M1 and M2 are stopped
101 1 1 1 M2 receives PWM signal (left rotation), M1 is stopped
110 0 X X | Both M1 and M2 are stopped
111 1 0 1 M1 receives PWM signal (left rotation), M2 is stopped

The output of a PID controller, in the time-domain, is
defined as:

de(t)
dt

u(t) = K,e(t) + K; [ e(t) + K4 (11)

where u(t) is the control signal, e(t) is the tracking

error (e(t)= F - F), F is the desired speed, F is the
actual speed, K, K, and K, denote the coefficients for
the proportional, integral and derivative terms,
respectively.

In order to implement a microcontroller-based PID
controller it is necessary to obtain a discrete approxi-
mation of Equation (11). Then, applying the Euler
method 5261, the discrete approximation of continu-
ous integral

I(t) = [ e(t)dt

defined as

ul,[n] = I,[n — 1] + At(e[n]) (12)
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where At is the step of integration (interval of time
fromt tot  ande[n]=F - F[n].

On the other hand, the finite differences method of
the first order 7! using the backward difference is used
to obtain the discrete approximation of continuous
derivative. Then, the discrete approximation of de(t)/
dt is defined as

De[n]-De[n-1]

D’e[n] = At

(13)

where D [n]= F - F[n] and D,[n-1]= F - F[n-1]. Hence,
the discrete representation of Eq. (11) is defined as

uln+ 1] = K,(F — F[n]) + K;I[n] +

KD’ [n].... (14)

Based on Eq. (12), the PID controller implementation
on ATMEGA16 microcontroller was carried out. Where
K,= 0.095, K= 1.784 and K,= 0.001 and, in order to
ensure the proper functioning of the mechanical sub-
system, the motors must work at a constant speed of
18 rpm (F= 18 rpm). Now, the actual motor speed (F) is
obtained from the encoders. The encoder converts the
angular motion of motor into digital pulses, generat-
ing 64 pulses per revolution. The microcontroller Timer
is used to determine the encoder signal period; then, it
is converted to rpm and used as F[n] in Equation (14).

Finally, as the motor speed control is produced by
PWM technique, the result of the PID controller is
delivered to a 16-bit PWM implemented with another
microcontroller Timer, which generates the PWM sig-
nal, with an approximate frequency of 116 Hz, deliv-
ered to the Motor driver.

RESULTS
In this section, the manufacturing and assembly pro-
cess for the SYRR-NERI is described. The machining of
the parts was made on CNC machines using different

materials such as nylamid, acrylic, polyvinyl chloride
and palight. It isimportant to mention that the machin-
ing and assembly processes were carried out in their
entirety within the facilities of the Universidad
Tecnologica de la Mixteca. In Figure 11 some stages of
the manufacturing and assembly process are shown.
For more details about the construction of the proto-

type, see 23,

FIGURE 11. Manufacturing and assembly of the SYRR-NERI.
a) Machining in CNC milling. b) Subassembly of the
structural base with motor and electronic components.
c) Mechanism and motor assembly.

In Figure 12 the final prototype of the SYRR-NERI is
shown, and finally, in Figure 13 a half work sequence
of the SYRR-NERI is illustrated. As can be observed,
the sequence is hand extension/fingers extension,
which is according with the specifications.

FIGURE 12. The final assembly of the SYRR-NERI.
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a) b) c)

FIGURE 13. A half work sequence of the SYRR-NERI.
a) Initial position. b) Hand extension. c) Fingers extension.

The closed loop performance of SYRR-NERI can be
observed in an online video %,

CONCLUSIONS
In this work, the development of a mechatronic
SYstem to improve Rehabilitation therapies to patients
affected by Radial NErve Injury (SYRR-NERI) was pre-
sented. The SPIES methodology for embedded sys-
tems was used to enable a proper system maintenance

and to facilitate the system upgrade. Simple and
affordable solutions were proposed for different sub-
systems. The mechanical subsystem was based in two
coupled four bar mechanisms driven by DC motors
with a PID control for angular velocity. The control
scheme was implemented by an ATMEGA 16 micro-
controller whose programming was described in
detail. The user interface was implemented by two
7-segmet displays and a simple 4 button keypad in
order to allow the user to indicate the number of times
that SYRR-NERI must repeat the work sequence, and
for stopping or interruption of the SYRR-NERI opera-
tion. The resulting system is a functional prototype
completely designed and built in the Universidad
Tecnoldgica de la Mixteca. Field testing supervised by
a physical therapist in order to get information that
allows us to make modifications to improve the SYRR-
NERI performance are proposed as future works.
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Desarrollo de una Protesis para Desarticulado de Muneca Controlada
por Senales de Electromiografia

Development of a Myoelectric-Controlled Prosthesis for Transradial Amputees

M. E. Rodriguez-Garcia', G. Dorantes-MéndeZ', M. O. Mendoza Gutiérrez'
'Universidad Auténoma de San Luis Potosf

RESUMEN

En este trabajo se presenta el desarrollo y puesta en operacion de una proétesis robotica para pacientes amputa-
dos con desarticulado de mufieca. Esta protesis consiste en un prototipo de impresién 3D que tiene dos grados
de libertad que permiten realizar tareas de sujecion de tipo pinza, asi como la orientacion de objetos mediante
los movimientos de pronacion y supinacion. Para el control de la protesis se utilizan dos clasificadores de manera
independiente: un clasificador bayesiano implementado en la plataforma Arduino y una red neuronal artificial im-
plementada en el software MATLAB®; ambos realizan la clasificacion de los movimientos mediante la adquisicion,
procesamiento y extraccion de indices caracteristicos de la sefial de electromiografia. El clasificador bayesiano y la
red neuronal artificial obtuvieron, respectivamente, una eficiencia de 97% y 100%, lo que muestra que los indices
caracteristicos seleccionados son adecuados para realizar la clasificacion de sefiales de electromiografia propuesta.
Se logré la creacion de una protesis mioeléctrica completamente funcional que, al ser elaborada con tecnologia de
impresion 3D, representa una alternativa de bajo costo a aquellas ofrecidas actualmente en el mercado.

PALABRAS CLAVE: Protesis; Electromiografia; Clasificador Bayesiano; Red Neuronal Artificial.
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ABSTRACT

In this paper, the development and operation of a robotic prosthesis for transradial amputees is presented. This
prosthesis consists in a 3D-printed prototype with two degrees of freedom, allowing the user to perform grip tasks
and to orientate objects through pronation and supination movements. Two classifiers were used independently
to control the prosthesis: a bayesian classifier implemented in an Arduino device and an artificial neural network
implemented in MATLAB® software; both classify movements through the acquisition, processing and extraction
of features from the electromyography signal. The bayesian classifier and the artificial neural network achieved an
efficiency of 97% and 100%, respectively, which shows that the extracted features were suitable for the proposed
electromyography classification. A completely functional 3D-printed myoelectric prosthesis was achieved, and it
represents a low-cost alternative to those existent in the current market.

KEYWORDS: Prosthesis; Electromyography; Bayesian Classifier; Artificial Neural Network.
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INTRODUCCION

La electromiografia o electromiograma (EMG) ha sido
usado hasta hace poco, Gnicamente con objetivos diag-
nosticos; sin embargo, con el avance de la tecnologia,
estos registros se han convertido en un importante
recurso para lograr el control artificial del movimiento
de miembros prostéticos M. El registro superficial es
usado con mayor frecuencia en diversos estudios, debido
a la practicidad de uso y colocacion, ademas de que al
utilizar este método no se interfiere con funciones natu-
rales y el valor medio de la senal registrada varia casi
linealmente con respecto a la fuerza generada .

La sefial de EMG ha sido ampliamente utilizada para
controlar protesis electronicas y dispositivos de reha-
bilitacién. En particular, para protesis de miembro
superior, se utilizan principalmente dos tipos: las pro-
tesis de funcionamiento corporal (mecanico) y las de
funcionamiento eléctrico (electrénico). Las ventajas
principales de una protesis mecanica son su bajo peso,
costo moderado y que ofrecen buena durabilidad a
costa de la estética y 6ptima funcionalidad [*!. Por otra
parte, las protesis electronicas utilizan motores usual-
mente colocados en el codo, mufieca y/o efector final.
Estos motores son controlados con actividad eléctrica
proveniente del miembro superior residual del sujeto.
Si bien estas protesis ofrecen un mejor control que las
mecanicas, tienden a tener costos y pesos elevados [3!.

En los altimos anos se ha explorado e implementado
la creacion de dispositivos de asistencia mediante
impresoras 3D debido a las facilidades que ofrecen los
tipos de software de disefio asistido por computadora
(CAD). Estos programas permiten disefiar, moldear e
imprimir dichos dispositivos de una manera practicay
con muy bajo costo, a comparacién de las protesis
comerciales ya existentes !,

Durante el desarrollo de protesis electronicas, el analisis
de la sefial de EMG ha sido abordado en una gran canti-
dad de estudios con la finalidad de extraer caracteristi-

cas, modelar la sefal y reconocer patrones para lograr
diferenciar entre varios estados del miisculo, asi como la
distincion entre varios tipos de movimiento. Sin embargo,
la seleccion de caracteristicas que representen adecuada-
mente el estado en el que se encuentra un misculo, es un
tema que atin esta en discusion y desarrollo, ya que exis-
ten diferentes formas de caracterizar la sefial de EMG 5.
Dentro de este contexto, la seleccién adecuada de carac-
teristicas y su correcta clasificacion permiten una esti-
macién precisa del estado del misculo, asi como una
adecuada utilizacion y control de la protesis.

El conjunto ideal, utilizado para lograr una buena clasi-
ficacion y estimacion de los diferentes estados de la
senal de EMG, debe tener una gran separabilidad en el
espacio de caracteristicas de esta seflal. Se han realizado
estudios en los que se utilizan, como discriminantes
para la clasificacion, indices clasicos del dominio tempo-
ral de la senial de EMG, tales como la integral del valor
absoluto, la varianza y los cruces por cero. Estos indices
han sido utilizados junto con modelos auto-regresivos
para obtener una clasificacion adecuada utilizando mus-
culos diferentes como sefiales de entrada al sistema .
Otros indices utilizados para el analisis en el dominio
del tiempo son la amplitud de Willison, el valor absoluto
medio, la pendiente del valor absoluto medio, la longi-
tud de onda, los cambios de signo en la pendiente y el
valor cuadratico medio. Por otro lado, en el dominio de
la frecuencia se ha utilizado la transformada wavelet y la
funcion de densidad de potencia espectral, la cual indica
como se distribuye la potencia total de la senal analizada
sobre el espectro de frecuencia 7.

En cuanto a los métodos de clasificacion de EMG, se
han utilizado clasificadores Bayesianos, funciones dis-
criminantes no-lineales, maquinas de soporte vecto-
rial, l6gica difusa y redes neuronales 7 8. El clasifica-
dor bayesiano tiene una variante conocida como Naive
Bayes la cual provee un método sencillo y eficiente
para los problemas de clasificacion supervisada,
teniendo como desventaja la incapacidad de generali-
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zacion de resultados ante datos inesperados presenta-
dos ; mientras que las redes neuronales poseen la
ventaja de tener una estructura distribuida en paralelo
y la habilidad para aprender, es decir, son capaces de
obtener salidas razonables para entradas que no fue-
ron usadas durante su etapa de entrenamiento %,

Recientemente, los avances en protesis de miembro
superior se han centrado en el desarrollo de falanges
funcionales de los dedos controlados por medio de
electromiografia. Los disefios de manos antropomorfi-
cas permiten distintos tipos de sujecion gracias a la
cantidad de grados de libertad que poseen. Dentro de
las problematicas que presentan estos sistemas se
encuentran el alto costo del dispositivo al requerir de
alta tecnologia y de software especializado, la falta de
una interfaz intuitiva y confiable que mapee movi-
mientos en actividad real de la prétesis, la necesidad
de un entrenamiento extensivo requerido para mane-
jar adecuadamente el sistema y la falta de retroalimen-
tacion de los sensores implementados ™,

En la actualidad, existe una amplia gama de este tipo
de dispositivos prostéticos, que incluyen desde protesis
de alta tecnologia, tales como las manos Be-Bionic y
i-Limb, hasta aquellas con pocos grados de libertad 4.
Un aspecto importante en el desarrollo de dispositivos
prostéticos es el método seleccionado para activar
algn movimiento. Existen sistemas que incluyen arre-
glos preestablecidos de electrodos superficiales para la
adquisicion de EMG, permitiendo al dispositivo prosté-
tico realizar una amplia gama de movimientos al
emplear un clasificador discriminante lineal (LDC, por
sus siglas en inglés) 2. Ademas, a pesar del alto costo
computacional requerido, se ha optado en algunos
casos por utilizar la transformada wavelet para contro-
lar prétesis junto con un LDC debido a su eficiencia
para lograr una discriminaciéon adecuada de hasta
veinte movimientos diferentes 3. De igual forma, se
han implementado sistemas que consideren la varia-
cion en la intensidad de las contracciones musculares

en los registros de EMG, generando aumentos en la
eficiencia de clasificacion 4. Algunos sistemas prosté-
ticos utilizan la implantacion de sensores mioeléctricos
para controlar protesis de miembro superior de hasta
tres grados de libertad que permite un funcionamiento
adecuado del dispositivo 5. Sin embargo, se presenta
la limitante de ser un método invasivo y de requerir un
entrenamiento extenso por parte del sujeto, por lo que
se ha propuesto utilizar registros superficiales de EMG
de pares de misculos antagonistas, debido a la facili-
dad de activacién independiente de éstos, para contro-
lar protesis de hasta tres grados de libertad ¢,

Considerando las caracteristicas de los dispositivos
actuales, el proyecto presentado tiene como objetivo el
desarrollo de una protesis electrénica funcional de
miembro superior utilizando una impresora 3D, con la
finalidad de aprovechar el alto grado de control que
este tipo de prétesis le otorga al usuario y la practici-
dad de utilizar un prototipado de impresion 3D. La
motivacion del mismo es el ofrecer una alternativa
funcional y econdémica a comparacién de los precios
actuales en el mercado; esto es logrado debido al bajo
costo de produccion del prototipo propuesto.

En cuanto al control de la protesis, se propone realizar
la clasificacion de la sefial de EMG por medio de un
clasificador bayesiano (CB) en una plataforma portatil
y de una red neuronal artificial (RNA); utilizando un
conjunto de caracteristicas clasicas de la sefial de EMG
en el dominio del tiempo, con la adicion de una medida
no lineal, la entropia aproximada (ApEn), con el obje-
tivo de diferenciar entre los movimientos de flexion,
extension y el estado de relajacion.

METODOLOGIA
En esta seccion se describen los métodos utilizados
para realizar la adquisicién y caracterizacion de la
senal de EMG; asi como los clasificadores utilizados, el
diseqio de la proétesis y el funcionamiento de ésta utili-
zando cada uno de los clasificadores.
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Adquisicion de EMG

Durante este trabajo, se adquirio la sefial de EMG uti-
lizando el sistema Biopac MP36® y un circuito impreso
disefiado para el control de la prétesis. En ambos casos,
los electrodos fueron colocados en un arreglo bipolar
en el musculo flexor radial del carpo (musculo flexor) y
el masculo extensor de los dedos (musculo extensor),
como se muestra en la Figura 1, mientras que ambos
electrodos de referencia se colocaron en el codo. Estos

métodos son explicados a continuacion.

FIGURA 1. Colocacion bipolar de electrodos del muisculo
extensor (a) y musculo flexor (b).

Biopac
La adquisicion de la sefial de EMG se realiz6é con el
sistema Biopac MP36®, el cual fue configurado para
utilizar una frecuencia de muestreo de 1 kHz. Las
sefiales de EMG se obtuvieron de 30 sujetos sanos de
ambos sexos, 14 hombres y 16 mujeres, con una edad
media de 23.1+2.9 afios.

Para la adquisicion de los datos se realiz6é un proto-
colo que consistio en la realizacion de tres maniobras
por parte de los sujetos. Durante la primera maniobra
los sujetos realizaron contracciones maximas volunta-
rias (MVC, por sus siglas en inglés); en la segunda
maniobra se realizaron contracciones con una ampli-
tud aproximada al 50% de la MVC de cada sujeto; final-
mente en la tercera maniobra los sujetos realizaron
movimientos simples de flexion y extension sin reali-

zar fuerza activa. En todas las maniobras se realizaron
3 flexiones de muileca seguidas de 3 extensiones de
muieca. Estas maniobras fueron utilizadas ya que se
cubre un amplio rango de posibles movimientos reali-
zados por los sujetos, incluyendo los movimientos
cotidianos.

Cada contraccion realizada en las maniobras tuvo una
duracion de 5 segundos con un periodo de relajacion
de 10 segundos existente entre cada contraccion.

Sistema disenado para la
adquisicion de EMG

Considerando las caracteristicas del sistema Biopac®,
su uso dentro de la implementacién de la protesis no es
factible debido al alto costo y la nula portabilidad de
este sistema. Por lo tanto, la obtencion de la sefial de
EMG para generar el movimiento de la protesis se rea-
liz6 con un sistema implementado para las funciones
de adquisicion, filtrado y procesamiento. Las sefiales
de entrada de este sistema se adquirieron de los mis-
culos flexor y extensor antes mencionados.

El sistema completo consta de cinco etapas. La pri-
mera etapa consiste en un amplificador de instrumen-
tacion AD620 con una ganancia de amplificacion de
495. Durante la segunda etapa se aplican a la sefial dos
filtros con ganancia unitaria, el primero de tipo
“pasa-bajas” con una frecuencia de corte de 500 Hz y
el segundo de tipo “pasa-altas” con una frecuencia de
corte de 20 Hz, de acuerdo al ancho de banda de la
sefial de EMG ™. En la tercera etapa se realiza un pro-
ceso de rectificacion de precision y en la cuarta etapa
se aplica un segundo filtro “pasa-bajas” con frecuen-
cia de corte de 12.2 Hz para obtener un suavizado de
la sefial de EMG rectificada (envolvente). Durante la
quinta etapa se realiza un proceso de amplificacion de
la sefial con una ganancia de 5. Estas etapas se mues-
tran en la Figura 2 como un diagrama de bloques,
indicando la morfologia de la senal de salida obtenida
en cada etapa.
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‘ Adquisicién de EMG (AD620) ‘
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FIGURA 2. Diagrama de flujo para el procesamiento analé-
gico de la sefal de EMG.

Posterior a este procesamiento analégico, se utiliz6 la
plataforma Arduino MEGA 2560 para capturar las sefales
analogicas. Las salidas obtenidas después del proceso de
rectificacion del sistema implementado son introducidas
al convertidor analogico-digital (ADC) del Arduino, el cual
cuenta con 10 bits de resolucion (aproximadamente 4.88
mV) U7, Finalmente, esta sefial digital es normalizada res-
pecto al valor maximo registrado en la sefial de EMG.

Caracterizacion de EMG
La caracterizacion de la sefial normalizada de EMG se
realizo6 utilizando los siguientes indices: Integral (ITG,
por sus siglas en inglés), Integral Cuadratica Simple
(SSI, por sus siglas en inglés) y Entropia Aproximada
(ApEn, por sus siglas en inglés); descritos en la Tabla 1.

TABLA 1. indices obtenidos de la sefial de EMG.

indice Férmula
Integral (ITG) Z X;
Integral Cuadratica Z 2
Simple (SSI) :
Entropia Aproximada ln( Cim )
(ApEn) m+1

Notacion: x; es el valor de la sefial rectificada y

normalizada de EMG en el i-ésimo instante.

Los indices de ITG y SSI son dependientes de la ampli-
tud de la sefial de EMG, mientras que la ApEn es un
indice no lineal que expresa la semejanza que existe
entre dos segmentos, en este caso segmentos de con-
traccion o relajacion muscular, con base en dos para-
metros: la longitud m que tendra cada segmento y el
umbral de similitud r, que determina si un segmento es
similar a otro solo si el umbral 7 no es superado por la
resta del valor absoluto de los dos segmentos a compa-
rar. Esto es ttil para poder diferenciar si un segmento
de la sefial de EMG es parte de un evento de contrac-
cion muscular o de reposo. Para este trabajo se consi-
der6 una longitud fija m=2, mientras que el valor de r es
de 0.1 veces la desviacion estandar de una muestra de
contraccion muscular, ya sea flexion, extension o rela-
jacion, dependiendo de la maniobra evaluada. Con
estos parametros establecidos, la sefial de electromio-
grafia x se divide en N segmentos, de manera que:

longitud de x
- onerecer (1)

m

Posteriormente, se selecciona un segmento p para
compararlo con cada uno de los segmentos n=1, ..., N
restantes de x y asi determinar la cantidad de segmen-
tos n similares a p. Dos segmentos son similares
cuando c<r, con:

¢ = abs(segmento p — segmento 7) 2)

donde abs( ) es la funcion de valor absoluto. El
siguiente paso es calcular la media de la cantidad de
patrones de longitud m que son similares a cada uno
de los demas patrones dentro de la muestra; es decir,

Nn
_IN=m+1 3)

Cn N

donde n_ es la cantidad de segmentos n similares al
segmento p. C_ se calcula de manera similar a C
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siendo la Ginica diferencia la longitud de los segmen-
tos, la cual sera de m+1. De esta forma se puede esta-
blecer si los segmentos dentro de una muestra son
similares o no '8, En la Figura 3 se muestra el dia-
grama de flujo para el calculo de este indice no lineal.

1a
. "1 -
iteracion?

Seleccionar un segmento p
Seleccionar u

I c=abs(p-n) ‘ +=1

FIGURA 3. Diagrama de flujo para el calculo del indice ApEn.

Clasificadores de EMG

En este trabajo se utilizaron dos clasificadores para
evaluar la sefial de EMG; estos son un CB y una RNA.
Se eligi6 el CB debido a la practicidad de su utilizacion
en plataformas portatiles como lo es Arduino y a la
eficiencia que presenta este clasificador. La RNA fue
implementada para obtener clasificaciones robustas al
poder generalizar los datos de entrada, siendo esta una
limitante importante del CB. Estos clasificadores son
descritos en esta seccion.

Clasificador Bayesiano
El CB seleccionado utiliza una variacion del teorema
de Bayes llamada Naive Bayes, el cual considera los
atributos a evaluar como independientes entre si, es

decir, tienen independencia condicional. Para este cla-
sificador se plantearon 3 clases: flexion, extension y
relajacion.

Considerando el teorema de Bayes:

P(BIA) P(A)

P(AIB) = W 4)

donde P(A|B) es la probabilidad condicional de A dado
B, P(B|A) es la probabilidad condicional de B dado A,
P(A) es la probabilidad de A y P(B) es la probabilidad de
B 19 y aplicando las definiciones de probabilidad con-
dicional y de independencia condicional %, la proba-
bilidad de cada clase se calcula a partir de:

6
1
P(ClL, ..., 16) = EP(C) | | P(L;|C) (5)
i=1

donde I, representan los indices caracteristicos de la
seflal de EMG, Z es una constante de normalizacion
dependiente de estos indices y P(I|C) la probabilidad
de que los indices pertenezcan a una de las clases.

Se asumi6 que los valores de cada clase se asignan
segun una distribuciéon normal 2%, por lo que la proba-
bilidad de que los indices pertenezcan a alguna clase
se calcula utilizando la Ecuacioén (6):

_(Ii_ﬂc)z

P(Ile)=ma e 20 ©)

donde I, es el indice a evaluar, y p_y o, son la media y
la desviacion estandar para cada indice de cada clase,
respectivamente.

Los valores de la media y la desviacion estandar utili-
zados enla Ecuacion (6) fueron obtenidos de la segunda
maniobra del protocolo establecido (MVC al 50%)
adquirida con el sistema Biopac®. Aunque el sistema
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EMG disefiado sera el implementado en la protesis, se
utilizo el sistema Biopac® para obtener los parametros
del clasificador debido a cuestiones de logistica. Una
vez obtenidas las probabilidades de cada clase, se uti-
liz6 la estrategia de maxima verosimilitud, en la que el
clasificador selecciona como resultado aquella que
obtuvo la mayor probabilidad de las tres.

Red Neuronal Artificial

La RNA es un sistema inspirado en los modelos biol6-
gicos del sistema nervioso central de animales. Las
RNAs son usadas para obtener un resultado especifico
y dependiente de las entradas recibidas, su objetivo
principal es aprender parametros no lineales al mismo
tiempo que parametros lineales; ésta es la razon por la
que estos clasificadores aceptan algoritmos relativa-
mente sencillos donde la no linealidad es aprendida de
datos de entrenamiento y les otorga la capacidad de
generalizacion 9!, El modelo utilizado por una RNA es
compacto y, por lo tanto, proporciona una evaluacion
mas rapida de los datos de entrada 2.

La RNA fue utilizada para clasificar entre movimientos
de flexion, extension y relajacion, utilizando un vector
de caracteristicas que contiene los indices establecidos
anteriormente. La arquitectura de la RNA se determino
de acuerdo a pruebas realizadas con diferentes configu-
raciones, seleccionando la red que obtuviera el menor
error cuadratico medio (MSE) y el mejor desempeiio. La
RNA implementada, al igual que el CB, consider6 3 cla-
ses: flexion, extension y relajacion; y utilizé una fun-
cion de transferencia tangencial sigmoidea.

El entrenamiento fue de tipo supervisado, el cual
consiste en presentar un conjunto de entrenamiento a
la RNA, encontrar la salida de la red y ajustar los pesos
sinapticos para que la salida actual se aproxime a las
etiquetas deseadas y definidas a priori. Los datos de
entrenamiento utilizados fueron aquellos obtenidos
durante las tres maniobras descritas anteriormente vy,
de igual manera que en el caso del CB, se utilizo el sis-

tema Biopac® para obtener los datos de entrenamiento
y no el sistema EMG disefiado debido a cuestiones de
logistica. Los vectores de entrenamiento se presenta-
ron de forma aleatoria a la RNA para que tuviera un
mejor desempeio y evitar una predisposicion de los
resultados obtenidos por la red 9. La asignacién de
etiquetas a los vectores de caracteristicas consistié en
definir cada ventana temporal como etapa de flexion,
extension o relajacion.

La RNA fue entrenada en MATLAB® a través del algo-
ritmo de aprendizaje de retropropagacion, los valores
de los pesos y el sesgo se actualizaron de acuerdo a la
optimizacion de Levenberg-Marquardt y se utilizé una
funcién de aprendizaje de gradiente descendente con
momento 3, El entrenamiento se llevo a cabo durante
aproximadamente 40 épocas y el desempeno de la red
fue evaluado con el MSE alcanzado, con base en la
curva de aprendizaje. Para la asignacion de valores de
salida de la red a las clases, se considera un umbral, asi
que valores fuera de éste son descartados y no se asig-
nan a ninguna clase.

Para detener el entrenamiento y el ajuste de los pesos
sinapticos de la RNA, los datos disponibles se dividie-
ron de forma aleatoria en tres subconjuntos: entrena-
miento (80% de los datos), validacion (10%) y prueba
(10%), para brindar una mejor generalizaciéon ", Los
datos de entrada para las etapas de entrenamiento,
prueba y validacion de la red consisten en una matriz
de seis renglones donde cada columna pertenece tni-
camente a una clase, ya sea flexion, extension o relaja-
cion. En los primeros 3 renglones se encuentran los 3
indices adquiridos pertenecientes al muasculo flexor y
en los altimos 3 estan los indices obtenidos del mis-
culo extensor con el siguiente orden: ITG, SSI y ApEn.
El tamano total de la matriz de vectores de caracteris-
ticas para la RNA fue de 6x4860, de la cual se reservo
una matriz de 6x3888 para el subconjunto de entrena-
miento y matrices de 6x486 tanto para el subconjunto
de validacion como para el de prueba. La RNA fue
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entrenada para obtener a la salida (1,0,0) como flexion,
(0,1,0) como relajacion y (0,0,1) para extension, dichos
valores establecidos como el caso ideal. Para esta red
se consider6 un umbral de 0.2.

Durante la etapa de entrenamiento, también se utilizo
el subconjunto de validacion para estimar el error de
generalizacion. Tipicamente, el error obtenido con el
subconjunto de validacion disminuye conforme avanza
el entrenamiento de la red, pero éste puede aumentar, lo
cual es una indicacion que el clasificador esta sobre-ajus-
tando los datos del subconjunto de entrenamiento. El
entrenamiento y ajuste de parametros se detiene cuando
el error de validacion empieza a aumentar .

Evaluacion de desempeiio
de los clasificadores de EMG

Para evaluar el desempefio del CB y de la RNA se uti-
lizaron dos indicadores, la curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) y la matriz de confusion.
Para cada clase, la curva ROC aplica umbrales dentro
del intervalo de 0 a 1 a las salidas. Para cada umbral se
calculan dos valores, los cuales son la proporciéon de
positivos verdaderos y la de falsos positivos. Mientras
la curva obtenida de cada una de las clases tenga una
proporcién mayor de valores verdaderos positivos se
considera que la clasificacion obtuvo resultados favo-
rables 24, La matriz de confusién es apropiada para
meétodos de clasificacion en los cuales valores especifi-
cos pueden ser asignados a una sola clase y en los que
las medidas de precision estan basadas en la propor-
cion de datos correctamente clasificados, ya que mues-
tra la cantidad de ventanas temporales clasificadas de
manera correcta e incorrecta 2,

Diseiio de la protesis
La protesis se disefid de tal forma que permitiera la
rotacion de mufieca (pronacién/supinacion) y el movi-
miento de pinza para sujetar objetos (flexion/exten-
sion). Para producir estos movimientos se emplearon
dos servomotores modelo Dynamixel XL-320 ¢, los

cuales fueron controlados por comunicacion serial uti-
lizando la plataforma Arduino. Las piezas de la prote-
sis fueron disefiadas mediante el software SolidWorks®
utilizando dimensiones que consideraran tanto el
tamafo de los servomotores como el tamafio proyec-
tado de una mano promedio 7,

Funcionamiento de la protesis

Como se mencioné anteriormente, una vez obtenidas y
procesadas las sefiales de EMG de los musculos flexor y
extensor utilizando el sistema disefiado, se utilizo la
plataforma Arduino MEGA 2560 para capturar las sefia-
les analdgicas. Estas ventanas adquiridas de datos no
traslapados tienen una duracién de 0.12 y 3 segundos
aproximadamente para el CB y la RNA, respectiva-
mente. Estas sefales digitales normalizadas son utiliza-
das por los clasificadores para tomar una decision y asi
generar movimiento en los servomotores de la protesis.

El movimiento del servomotor del dedo esta restrin-
gido a un maximo de 60° (los servomotores Dynamixel
XL-320 poseen una libertad de giro de 300° ) para
evitar que durante el movimiento de extension, éste se
golpee contra la palma de la protesis. Al recibir una res-
puesta generada por una clase de extension, el Arduino
activara el servomotor para “abrir” la mano 20°. De
manera similar, cuando el Arduino reciba una respuesta
generada por una clase de flexion, el servomotor se acti-
vara para “cerrar” la mano 20°. Cuando se haya obte-
nido una clase de relajacion el servomotor no se movera.

El movimiento de rotacién de muifieca se genera
cuando la senal obtenida después de la quinta etapa de
procesamiento del musculo flexor supera un umbral
significativo en relacion a la fuerza maxima del sujeto,
la cual es determinada por un proceso de normaliza-
cion de la senal de EMG. Cuando el umbral ya no sea
superado, el servomotor no se movera. El servomotor
continuara moviéndose en la misma direccion cada vez
que se supere el umbral hasta que llegue a su limite de
movimiento de 300° y, una vez alcanzado este limite, el
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movimiento tendra una direccion opuesta hasta llegar
a su limite de 0° y nuevamente se cambie la direccion
del movimiento. Se seleccion6 este tipo de activacion
debido a que la clasificacion no es afectada por la fuerza
ejercida por el sujeto, por lo que contracciones del mus-
culo flexor de menor intensidad al umbral seran usadas
para realizar el movimiento del dedo.

Funcionamiento con el CB

El CB fue implementado directamente en la plata-
forma Arduino y obtiene los indices utilizados en la
clasificacién a partir de ventanas de 290 elementos
adquiridas mediante el sistema EMG disefiado. La can-
tidad de elementos en las ventanas fue menor, en com-
paracioén a la utilizada en la RNA, debido a las limitacio-
nes de memoria en la tarjeta Arduino. Una vez obteni-
dos los indices, se realiza el calculo de probabilidades
de cada clase y se genera una respuesta para activar los
servomotores por comunicacion serial. En la Figura 4
se muestra un diagrama de flujo del funcionamiento de
la prétesis al utilizar el CB como clasificador.

Inicio

/ Adaquisicién de EMG (Arduino) /

‘ Procesamiento de EMG |

Obtencion de indices

Calculo de probabilidades

Clasificacion

/ Movimicnto de priesis /

FIGURA 4. Diagrama de flujo para el funcionamiento de la
proétesis utilizando el CB como clasificador.

Funcionamiento con la RNA

La RNA fue implementada en una computadora per-
sonal utilizando MATLAB® y recibe por comunicacion
serial ventanas de 500 elementos, provenientes de la
plataforma Arduino a una frecuencia de muestreo
aproximada de 160 Hz, con las que se realiza el calculo
de los indices descritos anteriormente. El tamafio de
las ventanas fue seleccionado de tal manera que se
realizara una clasificacion exitosa a una velocidad ade-
cuada. Enseguida, los indices obtenidos son utilizados
por la RNA para realizar la clasificacion de estas venta-
nas y una vez que se obtiene un resultado de la clasifi-
cacioén, se envia una respuesta desde MATLAB® hacia
la tarjeta Arduino para que, dependiendo de la clasifi-
cacion, se transmita la accion a los servomotores por
comunicacion serial. En la Figura 5 se muestra un dia-
grama de flujo del funcionamiento de la protesis al
utilizar la RNA como clasificador.

de EMG (Arduino) /

Procesamiento de EMG

| Emvio de datos por comunicacion serial a MATLAB(®)

|

I Recepcion de datosen MATLAB®

Obtencion de fndices

Clasificacion

Envio de clase resultante de MATLAB(® a Arduino

\

| Recepcion de clase en Arduino

l

[ Vot s ]
=

FIGURA 5. Diagrama de flujo para el funcionamiento de la

prétesis utilizando la RNA como clasificador.



612 REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA BIOMEDICA | Vol. 38 | No. 3 | SEPTIEMBRE - DICIEMBRE 2017

RESULTADOS Y DISCUSION

Adquisicion y procesamiento de EMG

En la Figura 6 se muestra la sefial de EMG adquirida
con el dispositivo diseniado, correspondiente a un
sujeto masculino durante una flexion maxima,
haciendo evidente la salida de cada etapa de procesa-
miento analégico. En estas graficas se observa que la
sefial de EMG adquirida tiene un acondicionamiento
adecuado para realizar la caracterizacion de la senal.

a) EMG adquirido
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c) EMG rectificado
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FIGURA 6.Senales de EMG obtenidas con el dispositivo dise-
fnado en las etapas de (a) adquisicion, (b) filtrado, (c) rectifi-
caciony (d) suavizado y amplificacion.

Caracterizacion de EMG

Una vez obtenidas las sefiales de las 3 maniobras pro-
puestas, se extrajeron los indices caracteristicos de la
sefial de EMG previamente establecidos; los indices
obtenidos fueron graficados de acuerdo a la maniobra
realizada. El indice ITG se muestra en la Figura 7; el
indice SSI se observa en la Figura 8; y finalmente, el
indice ApEn se presenta en la Figura 9.

Las Figuras 7, 8 y 9 muestran que los indices ITG y SSI
permitieron distinguir adecuadamente entre los mus-
culos flexor y extensor; y, aunque en el indice no
lineal, ApEn, no se observaron diferencias considera-
bles entre estos miusculos, se obtuvo una diferencia
evidente entre contraccion, esto es flexién o exten-
sion, y etapas de relajacion.

150 indice ITG en la maniobra de MVC

X Misculo extensor |

100

(IR

0 L L X 1 b 4
Flexion Extension Relajacion

% X Masculo flexor

UA.

indice ITG en la maniobra del 50% de la MVC

AR

X Musculo flexor
X Musculo extensor |

20F %
0 . . SN
Flexion Extension Relajacion
indice ITG en la maniobra de movimientos pasivos
150 T T T
X Misculo flexor
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Flexion Extension Relajacion

FIGURA 7. Resultados obtenidos del indice ITG durante
las tres maniobras.

indice SSI en la maniobra de MVC

Flexion Extension

X Musculo flexor
X Musculo extensor |
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indice SSI en la maniobra del 50% de la MVC
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X Musculo flexor
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Flexion Extension Relajacion
indice SSlen la iobra de imientos pasi
40 T T T
X Musculo flexor
20F X Musculo extensor |
3 t
]
of % x i £
20 . \ .
Flexion Extension Relajacion

FIGURA 8. Resultados obtenidos del indice SSI durante
las tres maniobras.
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indice ApEn en la maniobra de MVC
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FIGURA 9. Resultados obtenidos del indice ApEn durante
las tres maniobras.

Implementacion del CB

Las distribuciones de probabilidad normal de los
indices extraidos, utilizadas para el funcionamiento
del CB, se muestran en las Figuras 10, 11, 12, 13, 14y
15. En estas curvas se muestran las medias y desvia-
ciones estandar obtenidas durante la segunda manio-
bra del protocolo establecido (MVC al 50%). En las
graficas se observa la diferencia que existe entre cada
una de las clases obtenidas de cada musculo. El CB
utilizo6 esta separabilidad para poder determinar,
dependiendo de los indices extraidos y la probabilidad
calculada con el teorema de Bayes, el tipo de movi-
miento que se esté realizando. Los indices de ITG y SSI
mostraron en el miisculo extensor una mayor separa-
bilidad entre cada una de las tres clases, mientras que
en el musculo flexor, si bien se observdo una menor
diferencia entre las clases de flexion y extension, se
mantuvo la separabilidad entre estas dos clases y la
clase de relajacion. La distribucion de probabilidad
normal del indice ApEn de ambos musculos mostro
una mejor separabilidad entre la clase de relajacion y
las clases de flexion y extension, en comparacion con
los indices ITG y SSI, lo que facilita la diferenciacion
entre contracciones musculares y etapas de relajacion.

La combinaciéon de los 3 indices permitié6 una ade-
cuada caracterizacion de los movimientos de flexion y
extension y de la etapa de relajacion. Los indices ITG y
SSI permitieron diferenciar adecuadamente entre fle-
Xion y extension, como se observa en los valores
medios obtenidos de la poblacion estudiada (Figura 7
y Figura 8) y en las distribuciones de probabilidad
normal (Figura 10, Figura 11, Figura 12 y Figura 13),
debido a que son indices basados en la amplitud de la
sefial de EMG reflejando la activacion de los miisculos
agonistas y antagonistas; mientras que la ApEn, al ser
una medida de la regularidad de la senal, permitio
separar claramente las etapas de contraccion y relaja-
cion, debido al cambio evidente en la morfologia de la
sefial causado por la activacion de las fibras muscula-
res involucradas al realizar una contracciéon, lo cual
aumenta la complejidad de la sefial.

ITG - Masculo flexor

Flexion: 14.3+5.038 U.A.
Extension: 12.52+5.234 UA.
Relajacion: 1.193+0.986 U.A.

FIGURA 10. Distribucién de probabilidad normal del indice
ITG del musculo flexor.

ITG - Musculo extensor

Flexion: 5.097+2.589 U.A.
Extension: 17.08+4.763 U.A.
Relajacion: 1.301+0.721 U.A.

UA.

FIGURA 11. Distribucion de probabilidad normal del indice
ITG del misculo extensor.
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S8l - Masculo flexor

Flexion: 1.315+£0.914 U.A.
Extension: 1.026-+0.834 U.A.
Relajacion: 0.011+0.023 U.A.

FIGURA 12. Distribucién de probabilidad normal del indice
SSI del musculo flexor.

ApEn - Masculo flexor

Flexion: 1.092+0.369 U.A.
Extension: 1.348+0.439 U.A.
Relajacion: 0.031:£0.085 U.A.

FIGURA 14. Distribucion de probabilidad normal del indice
ApEn del musculo flexor.

Para la evaluacion del CB, se consideraron 5 sujetos
sanos donde cada uno realiz6é una serie de 20 movi-
mientos conformados por etapas de flexion, extension
y relajacion. Las clases resultantes fueron comparadas
con los movimientos realizados para evaluar la eficien-
cia del clasificador. La curva ROC de esta prueba se
muestra en la Figura 16, donde se puede observar que
las curvas correspondientes a cada clase tienen una
mayor cantidad de positivos verdaderos que de falsos
positivos, por lo que el clasificador tiene una buena
eficiencia.

La tasa de error obtenida fue de 6.1%, 0% y 3% en las
clases de flexion, relajacion y extension, respectiva-
mente. La matriz de confusion muestra una eficiencia
de clasificacion del 97% durante la prueba; esta grafica
se muestra en la Figura 17.

SSI - Masculo extensor

Flexion: 0.18+0.206 U.A.
Extension: 1.787+1.062 U.A.
Relajacion: 0.014+0.012 U.A.

UA.

FIGURA 13. Distribucién de probabilidad normal del indice
SSI del misculo extensor.

ApEn - Misculo extensor

Flexion: 1.24640.442 U.A.
Extension: 1.413+0.356 U.A.
~——Relajacion: 0.037+0.098 U.A.

FIGURA 15. Distribucién de probabilidad normal del indice
ApEn del musculo extensor.

El modelo probabilistico del CB permitié una correcta
clasificacion de movimientos musculares debido a la dife-
renciacion obtenida por los indices caracteristicos y a las
probabilidades calculadas durante estos movimientos.

Curva ROC del CB
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FIGURA 16. Curva ROC obtenida de la prueba del CB.
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Matriz de confusion del CB

Salidas por clase

1 2 3
Etiqueta por clase

FIGURA 17. Matriz de confusion obtenida de la prueba del CB.

Implementacion de la RNA
Al construir la RNA se evaluaron distintas estructuras,
cada una generando un MSE durante la etapa de entrena-
miento y un porcentaje de eficiencia durante la etapa de
prueba obtenido mediante la matriz de confusién; ambos
resultados de cada RNA son mostrados en la Tabla 2.

TABLA 2. MSE obtenido utilizando distintas

arquitecturas de RNA.
Neuronas en la Eficiencia en

capa oculta MSE obtenido etapa de
prueba

1 5.54x 107 99.6%

2 7.79 x 10* 98.8%

3 1.06 x 107 100%

4 1.08 x 107 100%

5 5.15x10™ 99.8%

6 2.35x 107 100%

7 5.74x 10" 100%

8 1.01x 107 100%

Las redes neuronales de 6, 7 y 8 neuronas en la capa
oculta mostraron un desempeifio adecuado durante su
entrenamiento y etapa de prueba vy, tras pruebas de cla-
sificacion en tiempo real, la arquitectura seleccionada
para la implementacion en el control de la prétesis fue
aquella con 6 neuronas en la capa de entrada, 8 neuro-
nas en la capa oculta y 3 neuronas en la capa de salida;

esta estructura se muestra en la Figura 18. Esta red fue
elegida debido al bajo MSE obtenido, al desempeiio que
mostro en la etapa de prueba y a la eficiencia obtenida
durante las pruebas de clasificacion en tiempo real; ade-
mas, se considerd que esta estructura es la mas grande
que se podria programar en la plataforma de Arduino.

Capa de Capa Capa de
entrada oculta salida

ITG-ME —
SSI-ME —
ApEn-ME —
ITG - M.E.
SSI-ME. —

ApEn-ME. —

FIGURA 18. Estructura seleccionada para la RNA, donde M.F.
es musculo flexor y M.E. es musculo extensor.

La Figura 19 muestra la curva de aprendizaje durante
el entrenamiento de la RNA seleccionada. Se presenta
el MSE alcanzado, ademas del comportamiento de los
conjuntos de validacion y prueba. El entrenamiento se
llevo a cabo hasta la época 36 alcanzando el MSE ante-
riormente mencionado de 0.001067, lo cual muestra
que el entrenamiento fue apropiado para, en conse-
cuencia, generar clasificaciones adecuadas.

MSE obtenido: 0.0010167 en la epoca 36

10

= Enfrenamiento
Validacion

——— Prueba

107 -+ MSE

107F

w
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=

10-3 keaciacan
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107k s s L s L L L ,
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Epocas

FIGURA 19. Curva de aprendizaje del
entrenamiento de la RNA.
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La curva ROC de la etapa de prueba de la RNA se mues-
tra en la Figura 20, donde se puede observar que las
curvas correspondientes a cada clase tienen unica-
mente valores positivos verdaderos, por lo que la red
tiene una excelente eficiencia. La tasa de error obtenida
fue de 0% en las clases de flexion, relajacion y exten-
sion. La matriz de confusion, mostrada en la Figura 21,
muestra al igual que la curva ROC, una eficiencia de
clasificacion del 100% durante la etapa de prueba.

Curva ROC de la RNA
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FIGURA 20. Curva ROC obtenida de la etapa
de pruebade la RNA.

Matriz de confusion de la RNA
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FIGURA 21. Matriz de confusién obtenida de la etapa
de prueba de la RNA.

Para probar la eficiencia de la RNA propuesta con movi-
mientos no presentados durante el entrenamiento, se
realizo una prueba adicional; ésta consistié en evaluar el

desempenio de una segunda red neuronal (RNA-2) con
las mismas clases y arquitectura que la RNA seleccio-
nada, con la diferencia de haber recibido un entrena-
miento distinto. El objetivo de esta prueba es el evaluar
la RNA-2 con movimientos totalmente ajenos a su entre-
namiento. Se seleccionaron las maniobras de MVC y del
50% de la MVC para el entrenamiento de esta segunda
red y fue probada con los datos de la maniobra de movi-
mientos simples. Esta red obtuvo un MSE en el entrena-
miento de aproximadamente 0.0003, lo que significa que
la RNA-2 tuvo un entrenamiento apropiado. El resultado
de la etapa de entrenamiento se muestra en la Figura 22.

MSE obtenido: 0.00031645 en la epoca 22

Entrenamiento
s \/allidacion
= Prueba

0 5 10 15 20
Epocas

FIGURA 22. Curva de aprendizaje del
entrenamiento de la RNA-2.

En los resultados obtenidos de la etapa de prueba por
medio de la curva ROC, presentados en la Figura 23, y
por la matriz de confusion de la RNA-2, mostrados en
la Figura 24, se observa una cantidad mucho mayor de
valores positivos verdaderos en las tres clases y una
eficiencia del 95.1%.

El excelente desempenio de la RNA-2 al lograr una efi-
ciencia del 95.1% con movimientos no presentados
durante el entrenamiento sugiere que la RNA, al recibir
un entrenamiento con maniobras que cubren un amplio
rango de movimientos, sera capaz de clasificar correcta-
mente movimientos cotidianos, ya que estos se encuen-
tran dentro del rango del entrenamiento recibido.
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Curva ROC de RNA-2
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FIGURA 23. Curva ROC obtenida de la etapa
de prueba de la RNA-2.

Matriz de confusion de RNA-2
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FIGURA 24. Matriz de confusién obtenida de la etapa
de prueba de la RNA-2.

Fabricacion de la protesis

Para el disefio de la proétesis, se desarrollaron cinco
piezas: las dos primeras sirven para contener el primer
servomotor (servomotor 1) utilizado para generar el
movimiento de rotacion de la mufieca; éstas confor-
man la base de la prétesis y las dimensiones de cada
una son de 7.6 cm de ancho, 4.8 cm de profundidad y
1.3 cm de altura. La tercera pieza simula la palma de la
mano y en ésta se colocé el segundo servomotor (ser-
vomotor 2) encargado de la funcion de extender y
flexionar el dedo; esta pieza tiene 3.5 cm de alturay 6
cm de diametro. La cuarta pieza es un dedo que se fija
a la pieza anterior y sirve de punto de apoyo para el

agarre que ejercera la quinta pieza, un dedo moévil que
va unido al servomotor 2. Ambos dedos poseen un
ancho de 2.4 cm y una altura de 8.3 cm. En la Figura 25
se observan estas 5 piezas.

d) e)

FIGURA 25. Piezas disefadas en SolidWorks:
(a) carcasa superior de la base de la prétesis, (b) carcasa
inferior de la base de la prétesis, (c) palma de la mano,
(d) dedo fijo, (e) dedo mévil.

Una vez que se disefiaron las piezas, éstas fueron
construidas utilizando la impresora 3D CubePro® con
material ABS. El peso total de la prétesis, incluyendo
los servomotores, es de aproximadamente 171 g.
Considerando la estructura disefiada, los servomoto-
res del dedo y de la mufieca son capaces de mover una
carga maxima de 1.24 kg y 7.94 kg, respectivamente.
En la Figura 26 se muestra la protesis completa.
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FIGURA 26. Prétesis fabricada con laimpresora 3D CubePro®.

El costo de produccion de la protesis que incluye: el
sistema de EMG disefiado, la tarjeta arduino, los servo-
motores y la impresion 3D de las piezas, fue de alrede-
dor de 125 dolares. Considerando que el rango aproxi-
mado del precio de protesis mioeléctricas similares
oscila entre 270 y 1000 dolares 8, la protesis imple-
mentada ofrece una alternativa funcional y una mejor
accesibilidad econoémica a las presentes en el mercado.

Movimiento de la protesis
Cada clasificador fue evaluado durante pruebas en
vivo junto con el dispositivo EMG disefiado. Los resul-
tados obtenidos correspondientes a la eficiencia de
clasificacion y a los movimientos generados en la pro-
tesis se muestran en esta seccion.

Clasificacion y desempeiio
de la proétesis utilizando el CB
En la Figura 27 se observan los resultados obtenidos
durante las pruebas en vivo del CB. Estas pruebas con-

sistieron en realizar 11 movimientos conformados por
etapas de flexion, extension y relajacion. En esta gra-
fica se muestran los efectos producidos en cada servo-
motor a causa de la clasificacién conseguida con los
movimientos realizados. La eficiencia de clasificacion
lograda durante esta etapa fue del 100%.

Durante esta prueba, el CB logré una clasificacion
adecuada con cada uno de los movimientos realizados.
El proceso completo, es decir, desde la etapa de adqui-
sicion de EMG hasta el movimiento de los servomoto-
res tiene una duracién aproximada de 2.34 segundos.
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Movim. 3: Relajacion
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Movim. 5: Relajacion
Movim. 6: Extension
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Movim. 9: Flexion
(superando umbral)
Movim. 10: Flexion
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FIGURA 27. Prueba de movimiento del servomotor de la
muieca (azul) y del servomotor del dedo (rojo) utilizando
el CB como clasificador. Las lineas punteadas representan

la realizacién de cada uno de los movimientos de la prueba.

Al realizar contracciones musculares cercanas a los
valores de MVC, el CB mostro6 la caracteristica de obte-
ner esporadicamente errores de clasificacion debido a
que estos valores salian del rango en el que se encon-
traban las medias y desviaciones estandar del modelo
probabilistico.

Clasificacion y desempeiio
de la protesis utilizando la RNA
Al evaluar la RNA en pruebas en vivo se obtuvieron
los resultados mostrados en la Figura 28. Similar a la
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prueba del CB, se realizaron 11 movimientos confor-
mados por etapas de flexion, extension y relajacion.
En esta grafica se muestran los grados de movimiento
de cada servomotor producidos por la clasificacion
conseguida con los movimientos realizados y, al igual
que en la etapa de prueba de la RNA, se obtuvo una
eficiencia de clasificacion del 100%.

Este resultado muestra un buen desempeio por parte
de la red neuronal al clasificar diferentes tipos de ven-
tanas temporales ademas de hacerlo con diferentes
tipos de movimientos realizados. Este proceso tiene
una duracién aproximada de 3.94 segundos desde la
adquisicion de EMG hasta el movimiento de los servo-
motores.
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Movim. 1: Relajacion
Movim. 2: Extension
Movim. 3: Flexion
Movim. 4: Extension
Movim. 5: Extension
Movim. 6: Flexion
(superando umbral)
Movim. 7: Flexion
(superando umbral)
Movim. 8: Relajacion
Movim. 9: Extension
Movim. 10: Flexion
Movim. 11: Relajacion
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FIGURA 28. Prueba de movimiento del servomotor de la
munieca (azul) y del servomotor del dedo (rojo) utilizando
la RNA como clasificador. Las lineas punteadas representan
la realizacién de cada uno de los movimientos de la prueba.

A diferencia del CB, la RNA no present6 problemas de
clasificacion con contracciones musculares cercanas a
los valores de MVC debido a que el entrenamiento que
recibié cubre un amplio rango de movimientos. Sin
embargo, en la implementacion de la RNA existio un
retraso de tiempo mayor en comparacion al CB debido
al proceso de transmision y recepcion de datos entre la
plataforma de Arduino y MATLAB® por comunicacion

serial, mientras que al utilizar el CB, tanto la adquisi-
cion de los indices caracteristicos como la clasificacion
se realiz6 en la plataforma Arduino.

CONCLUSIONES

La adquisicién y procesamiento de la sefial de EMG
extraida de los misculos flexor y extensor fue la ade-
cuada para la obtencion de los indices caracteristicos de
esta sefial. De igual manera, la combinacién de indices
lineales y no lineales para caracterizar la sefial de EMG
provenientes de dos miusculos resultdé ser apta para
lograr diferenciar entre flexion, extension y relajacion a
través de los clasificadores propuestos, los cuales logra-
ron eficiencias altas durante las etapas de prueba. Al
realizar la implementacion de los clasificadores en con-
junto con la protesis se observé que ambos tuvieron un
buen desempeiio durante la clasificacion y el movi-
miento de los servomotores. Este resultado permitié un
control apropiado de la protesis que, junto con las ven-
tajas de la impresion 3D, cumple el objetivo de ofrecer
una alternativa funcional y econémica a las ofrecidas en
el mercado actual de protesis de miembro superior.

Si bien la RNA permite un control eficiente de la pro-
tesis, la utilizacion de este clasificador requirié de una
mayor cantidad de tiempo para el funcionamiento del
dispositivo a comparacién del CB, por lo que como
perspectiva del trabajo se encuentra la implementa-
cion de la RNA en la plataforma Arduino con la finali-
dad de incrementar la autonomia del dispositivo pros-
tético y la velocidad de procesamiento para asi lograr
un funcionamiento en tiempo real de la protesis. De
igual forma, como trabajo a futuro, se plantea el incor-
porar un mayor nimero de misculos que generen una
gama mas amplia de movimientos, con la finalidad de
caracterizarlos de forma que el control de la protesis
sea mas fino, ademas de evaluar el desempeno de los
clasificadores con el método de validacion cruzada y
realizar la comparacion con otros clasificadores como
maquinas de soporte vectorial y redes neuronales con
entrenamiento no supervisado.
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RESUMEN
La diabetes es una pandemia mundial cuya incidencia ha aumentado en las altimas décadas. Por tal motivo, es
prioritario proponer estrategias para su diagnostico, tratamiento y seguimiento. Uno de los enfoques recientes en
el tratamiento de la diabetes es el monitoreo continuo, el cual permite tener suficiente informacion sobre el estado
metabdlico del paciente a lo largo del dia. Esta informacion puede servir para simular pacientes virtuales que sean
herramientas para proponer estrategias de tratamiento. Por tanto, el objetivo de esta investigacion es proponer una
interfaz visual que simule pacientes virtuales, a partir de un conjunto de modelos matematicos compartimentales
que permiten ingresar parametros del metabolismo y modificaciones en el tratamiento. El desarrollo de la interfaz
se realizd6 en MATLAB® y simula tres tipos de pacientes (sano, diabético tipo I y diabético tipo II). Los resultados
muestran una interfaz que presenta de manera ilustrativa el funcionamiento de los modelos matematicos y permite
una visualizacion del estado metabélico del paciente; asi como el manejo de medicamentos e ingesta. Una limitante
de esta investigacion es la validacion de la interfaz con datos experimentales de los tres tipos de pacientes. Una vez
validada, esta herramienta aportaria en el desarrollo de tecnologia in silico para la generaciéon de pacientes virtuales.

PALABRAS CLAVE: Diabetes; modelado matematico de metabolismo de glucosa; interfaz visual; paciente virtual.
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ABSTRACT

Diabetes is a pandemic disease whose incident rate has been rising in the last decades. Therefore, it is important to
propose strategies for its diagnosis, treatment and monitoring. One of the recent approaches on diabetes treatment
is the continuous monitoring, which provides enough information about the metabolic state of the patient throu-
ghout the day. This information can be used to simulate virtual patients which are useful tools in treatment strate-
gies. Thus, the objective of this research is to propose a visual interface to simulate virtual patients, this is based on
compartmental mathematical models considering changes in metabolic parameters and treatment modifications.
The interface was made in MATLAB® and simulates three kinds of patients (healthy, type I diabetic, type II diabetic).
The results show an interface that presents the functionality of the mathematical models in an illustrative way and
it allows the visualization of the metabolic state of the patient; as well as the medication usage and meal intake. A li-
mitation of this approach is the validation of the interface with experimental data of the three kinds of patients. Once
it was validated, this tool could contribute to the development of in silico technology to generate virtual patients.

KEYWORDS: Diabetes; glucose metabolism modeling; visual interface; virtual patient.
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INTRODUCCION

Segun las Gltimas cifras reportadas por la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés
de International Diabetes Federation) en la actualidad
existen mas de 514 millones de personas alrededor del
mundo que padecen algin tipo de diabetes y se espera
que para el 2040 la cifra aumente a 642 millones de
personas. De los tres tipos de diabetes mas comunes el
que tiene mayor prevalencia en la actualidad es la dia-
betes tipo 2. En los paises con mayor ingreso econo-
mico del total de adultos que padece diabetes, cerca
del 91% son diabéticos tipo 2, esto sin considerar a los
pacientes no diagnosticados ™. Observando los datos
por regiones, Norte Ameérica y el Caribe tiene 12.9% de
la poblacién adulta afectada por algun tipo de diabe-
tes, esta region tiene la prevalencia mayor de diabetes
comparada con las demas regiones. En México, segiin
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
del 2016, la prevalencia del pais fue de 7.2% en 2006 a
9.4% en 2016 en personas mayores de 20 afos. De las
personas afectadas, solo el 87.8% contesto que llevaba
algtin tratamiento para el control del padecimiento;
del total de diabéticos encuestados, el 46.4% no realiza
alguna medida preventiva para evitar o retrasar las
complicaciones derivadas de la diabetes .

Debido al impacto que tiene esta enfermedad en la
salud publica, se han ido desarrollando diferentes meto-
dologias para apoyar a la ciencia médica en el entendi-
miento de este padecimiento, una de ellas es el mode-
lado matematico. Dependiendo del propésito y del pro-
ceso biologico que se desee reproducir, los modelos
matematicos de diabetes pueden ser clasificados en
clinicos y no clinicos 1. Los modelos clinicos son de
estructura matematica sencilla y emulan datos clinicos
considerando sélo la descripcion sistémica del cuerpo
humano * 5 °; mientras que los no clinicos son de
estructura matematica mas compleja y se basan en el
conocimiento y la descripcion mecanicista de los proce-
sos fisiologicos que dan lugar al metabolismo de glu-
cosa .89, Los modelos clinicos se utilizan como herra-

mientas de diagnostico y se enfocan en la sensibilidad y
secrecion de la insulina, la efectividad de la glucosa y la
funcionalidad de las células beta 19, Estos han sido
desarrollados a partir de pruebas de tolerancia a la glu-
cosa intravenosa (IVGTT, por sus siglas en inglés de
intravenous glucose - tolerance test), dando a lugar los
modelos minimos, y sus modificaciones !, También
existen modelos que se enfocan en la progresion de la
enfermedad, basandose en la funcionalidad de las célu-
las beta, por lo que se usan mas en diabetes tipo 2 1,

Respecto a los modelos no clinicos, el enfoque es
modelar los procesos fisiolégicos de los principales
organos relacionados con el metabolismo de glucosa,
para analizar la forma en que los érganos interaccio-
nan entre si. En el modelado fisiologico generalmente
se propone dividir el cuerpo humano en compartimen-
tos, en donde cada compartimento representa un
organo y se analiza la variacion en el tiempo de las
concentraciones de glucosa en cada uno de ellos. Por
ejemplo, el modelo propuesto por Tiran et al., describe
la dinamica de la insulina y la glucosa en los principa-
les 6rganos involucrados en el proceso: cerebro, cora-
z6n, estémago, higado, rifiones y tejidos periféricos
(masculo y grasa) y la interconexion entre ellos por
medio del sistema circulatorio 2. Del anterior,
Sorensen propuso otro modelo que detalla el metabo-
lismo de glucosa y su regulacion por insulina y gluca-
gon en los mismos ocho 6rganos y tejidos involucrados
en el proceso ©. Los modelos no clinicos permiten
predecir el comportamiento dindmico del metabo-
lismo de glucosa, lo cual puede ser usado para mejorar
el tratamiento de la diabetes.

Una aplicacion de los modelos matematicos en el
desarrollo de herramientas para mejorar el tratamiento
de la diabetes son los pacientes virtuales (o modelos in
silico) 31, Respecto a diabetes tipo 1, existe un mayor
desarrollo de estas herramientas. Un ejemplo de ello es
el llamado UVA/PADOVA Type I Diabetes Simulator
desarrollado por Cobelli et al. el cual cuenta con una
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poblacién base de 300 sujetos (100 adultos, 100 adoles-
centes y 100 nifios) que usando datos reales simula
pacientes con diabetes tipo 1. Ademas, este simulador
incluye un sensor simulado de monitoreo continuo de
glucosa y un simulador de liberacién de insulina. Este
modelo in silico fue aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (U.S.
FDA, por sus siglas en inglés de United States Food and
Drug Administration) como sustituto de pruebas precli-
nicas realizadas en animales 4. Posteriormente los
desarrolladores del UVA/PADOVA propusieron modifi-
caciones a este simulador, las cuales incluyen mejoras
en el modelo de cinética de glucosa en hipoglicemia e
incorporacion de la cinética y secrecion de glucagon,
ademas de nuevas reglas para la determinacién de
insulina en funcion de la tasa de ingesta de carbohidra-
tos y el factor de correccion de los pacientes virtuales
bsl, Dado lo anterior, el objetivo de esta investigacion es
contribuir en el desarrollo de herramientas computa-
cionales que ayuden en la comprension del metabo-
lismo de glucosa y su uso en el tratamiento de diabetes.
Por lo tanto se propone un programa computacional
que simule la evolucion temporal de la concentracion
de glucosa en sangre, a partir de un conjunto de mode-
los matematicos compartimentales. Esta herramienta
permitiria observar de una manera grafica dicha evolu-
cion, asi como ingresar datos del metabolismo del
paciente. Estos registros podrian ayudar posterior-
mente en la personalizacién de los tratamientos.

METODOLOGIA

Modelos Matematicos Compartimentales
del Metabolismo de Glucosa
En investigacion se consideran tres modelos matema-
ticos que describen el metabolismo de la glucosa,
desde distintos enfoques: un modelo minimo ¥, un
modelo que considera la ingesta alimenticia ¢, y otro
modelo que considera la administracién de insulina
por via subcutanea ', Los tres esquemas modelan el
balance de materia (glucosa e insulina) en los compar-

timentos del cuerpo humano que cada uno de ellos
proponen. A continuacion se describen los principales
detalles de los modelos.

Modelo Minimo de
Metabolismo de Glucosa

Este modelo propuesto por Cobelli et al. modela el
metabolismo de la glucosa considerando su relacion
con la insulina plasmatica. En este modelo se propo-
nen dos compartimentos en donde se analizan las
tasas de cambio de glucosa e insulina. El balance de
insulina considera como término de produccién a la
insulina plasmatica que ingresa al compartimento a
una cierta tasa (ver Figura 1, izquierda). La insulina
disponible esta relacionada con el compartimento de
la glucosa ya que promueve los términos de produc-
cion hepatica en el compartimento de la glucosa; asi
como el consumo hepatico y de tejidos periféricos 5.
El balance de glucosa se obtiene a partir del balance
neto de glucosa hepatica y un término de absorcion de
glucosa en tejidos periféricos (ver Figura 1, centro).
Las ecuaciones que modelan tanto el balance de la glu-
cosa como de la insulina son las siguientes:

L= (p1-X)G(0) + ps @

dx
o pX A psl(D), ()

donde G (mg/dl) es la concentraciéon de glucosa, X=
(k 4+k6)I’, I’ (uU/ml) es la concentracion de insulina en
un compartimento remoto de plasma, I(t) es la concen-
tracion de insulina plasmatica y p,= -(k,+k), p,= -k,
p,= k,(k 4+k6), p4= BO. La ecuacion (1) considera el
balance neto de glucosa hepatica B= B -(k +k.,I')G y la
absorcion de glucosa en tejidos periféricos Up= (k k,I’)
G; donde, B, es el balance neto esperado cuando la
concentracion de glucosa plasmatica es extrapolada a
0; k,, k,, k,, k; (min”) representan las tasas fraccionales
de volumen. Mientras que la Ecuacion (2) considera los
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términos de produccion k,I(t) y el término de consumo
k,I’. Después de definir la insulina en el comparti-
mento remoto X= (k,+k)I’ y de realizar operaciones
algebraicas, se obtienen las Ecuaciones (1) y (2) en

términos de los parametros p,, p,, p, ¥ p,- En la Figura
1 se muestra una ilustracion del esquema propuesto
por Cobelli et al. que indica las principales funciones
del modelo minimo.

Insulina Plasmatica

‘ A 1
5 | Espacio de Glucosa [G(t)]

FIGURA 1. Esquema grafico que representa el modelo minimo de metabolismo de glucosa

dependiente de insulina propuesto por Cobelli ‘et al’ *1,

Modelo de Metabolismo de Glucosa
Considerando Ingesta Alimenticia

El segundo modelo fue propuesto por Dalla Man et al.
y considera ingesta alimenticia, por lo cual es capaz de
describir los eventos fisiologicos que ocurren después
de la ingesta de alimentos. El modelo es capaz de
reproducir el metabolismo después de una sola comida
simple, asi como de una rutina diaria de ingesta de los
pacientes (desayuno, comida y cena) .. Dicho modelo
se subdivide en los subsistemas y procesos que se des-
criben a continuacion.

El subsistema de glucosa se basa en el modelado de dos
compartimentos, uno de glucosa plasmatica y tejidos de
equilibrio rapido y otro de glucosa en tejidos de equili-
brio lento, descritos por las siguientes ecuaciones:

dGp (t)

a EGPO+R(O)-Ui(O)-E(M-K G()+kaGi(t)  (3)

d
Ztt(f) = -Uig()+k; Gp(1)-kaGy(1) @

donde G, (mg/kg) es la masa de glucosa en el plasma,
G, (mg/kg) es la masa de glucosa en tejidos, G(t) (mg/dl)
es la concentracion total de glucosa en plasma obte-
nida por la expresion G(t) = G,(t)/V,, EGP (mg/kg/min)
es la produccion endogena de glucosa, R, (mg/kg/min)
es la tasa de aparicion de glucosa en plasma, E (mg/kg/
min) es la excrecion renal, U, (mg/kg/min) es la utiliza-
cion de glucosa independiente de insulina, U,, (mg/kg/
min) es la utilizacion de glucosa dependiente de insu-
lina, k, y k, (min™) son tasas, y V,, (dI/kg) es el volumen
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de distribucion de glucosa. Las ecuaciones auxiliares
para las anteriores son:

EGP(t) = kp1 - ko G(b) - kpz Ia(t) - kpa Tpo(t), Ry(t) =

f a SQ u (t)
ka—Vf,t, Uii(H) = Fenss

si

Gp > Koo,

entonces

E(0)= ket [G(D) — k2],

si
G, < Koz,
entonces
_ . _ Vm(X(t))Gt(t) _
E(t) 0, Uld(t) Km(X(t))+Gt(t)’ Vm(X(t)) VmO +

ViX(1) y Kin(X (1)) = Kivo,

donde k| es la EGP (mg/kg/min) extrapolada a cero
glucosa y cero insulina, kp2 (min-1) es la eficacia de la
glucosa del higado, k , (mg/kg/min por pmol/I) es la
amplitud de la accion de insulina en el higado, k , (mg/
kg/min por pmol/l) es la amplitud de la entrada de la
accion de insulina en el higado, f es la fraccion de
absorcion intestinal que aparece en el plasma, k
(min™) es la tasa constante de absorcion intestinal, Q,,
(mg) es la cantidad de masa de glucosa en el intestino,
BW (kg) peso del sujeto, F___es la utilizacion de glucosa
del cerebro y los eritrocitos. El subsistema de insulina
consta de dos compartimentos usados para describir la
cinética delainsulina, dado por siguientes ecuaciones:

dn®

1O — (m, + my)L(D) + mal,(1) + S0 (5)

dlp ()
dt

= ~(my + my)I(t) + myT(), ®)

donde I, (kg) es la masa de insulina en higado, I,
(pmol/kg) es la masa de insulina plasmatica, I (pmol/I)
es la concentracion de insulina plasmatica, y m , m, y
m, (min”) son tasas. Con las siguientes ecuaciones
auxiliares

HE(t)m,

I,(t)
1(0) = %= S(0) = Ylo(t), my() = T2

Vi’
-m5S(t) + mg.

y HE(t) =

El proceso de produccién endégena de glucosa es des-
crito por las ecuaciones presentadas a continuacion,
consistiendo de una senal directa de glucosa y las
sefiales retrasadas y anticipadas de insulina.

=8~ i - 1)) )
S0 = K140 - O, ®

donde I, (pmol/l) es la variable auxiliar debido a la
sefal retardada de insulina, I, (pmol/l) es una sefal
retrasada de insulina realizada con una cadena de dos
compartimentos, y k. (min”) es la tasa de retraso entre
la sefial de insulina y de la accién de insulina.

El proceso de aparicion de glucosa es descrito por su
tasa, la cual se basa en las tres Ecuaciones (9), (10) y
(11), donde Q (t)= Q,,, (t) + Q. , (t) representa una
ecuacion auxiliar. Este proceso describe el paso de la
glucosa a través del estbmago (que es representado por
dos compartimentos, uno para la fase de sé6lidos y otro
para la fase de trituracion), y otro compartimento que
describe a los intestinos.

d sto1 t
Q(;—t() = _kgriQsto () + DA(t) (9)
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dQS(;‘;Z(t) = _kempt(QSto(t))Qstoz (t)
(10)

+ kgriQstol(t)

dQuus (t
Ztt( ) = _kabSqut(t) + kempt(Qsto)Qstoz(t) (11)

donde Q,,, (mg) es la cantidad de glucosa en estado
solido en el estomago, Q_, , (mg) es la cantidad de glu-
cosa en estado liquido en el estomago, k; (min”) es la
Q) (min”) es la tasa
constante de vaciado gastrico, k,_ (min”) es la tasa

tasa de fragmentacion, k.
constante de absorcion intestinal, Q,,  (mg) es la canti-
dad de glucosa en el estémago y D (mg) es la cantidad
total de glucosa ingerida El proceso de utilizacion de la
glucosa esta dado por la siguiente ecuacién diferen-
cial, asumiendo dos compartimentos, uno depen-
diente de insulina y otro independiente de insulina.

dx(t)

= = ~P2uX(© + pay[1() — Ip] (12)

donde X (pmol/L) es la insulina en el fluido intersti-
cial, I, (pmol/kg) es la insulina basal y p,, (min?) es la
tasa constante de accion de insulina en la utilizacion
de la glucosa periférica. El proceso de secrecion de la
insulina pancreatica es descrito por las ecuaciones
(13) y (14).

dlo ()
— = ~VIpo () + Spe (D) (13)

SiB(G(t)-h) = -S,, entonces

ay() _
dt

—alY(®) — B(G(D) — h)].

Si B(G(t)-h) < -S,, entonces

dy
T = —av(t) - as, (14)

Y la ecuacion auxiliar S | (t)= Y(t) + KG + S, para G >
0yS,, (D=Y(®)+S, paraG <0, donde y (min™”) es la tasa
constante de transferencia entre la vena porta y el
higado, K (pmol/kg por mg/dl) es la respuesta pan-
creatica a la tasa de cambio de glucosa, o es el retardo
entre la sefal de glucosa y la secrecion de insulina
(min), B (pmol/kg por mg/dl) es la respuesta pancrea-
tica a la glucosa, es el nivel del umbral de glucosa
superior al cual las células p comienzan a producir
nueva insulina (mg/dl), el cual su valor fue estable-
cido igual que la glucosa basal G, para garantizar que
el sistema esté en estado estable en condiciones basa-
les. En la Figura 2 se muestra una ilustracion del
esquema presentado por Dalla Man et al. basado en
las principales funciones que se ven envueltas en el
modelo de glucosa e insulina considerando ingesta
alimenticia.

Modelo Metabolismo de Glucosa
Considerando Insulina Subcutanea

El modelo propuesto por Hovorka et al. esta basado en
tres subsistemas: glucosa, insulina y accién de la insu-
lina inyectada por via subcutanea. Se emplearon ras-
treadores de glucosa para determinar la estructura y
valores de los parametros de la cinética de la glucosa
en sujetos sanos durante condiciones basales y durante
una prueba intravenosa de tolerancia a la glucosa 7.
Los tres subsistemas se describen a continuacién.

El subsistema de glucosa consiste en la descripcion de
dos compartimentos, uno accesible y otro no accesible,
describiendo la absorcion, distribucién y disposicion
mediante las siguientes ecuaciones.

dQ1 F(C>1

S = [+ xl(t)] Qi (®) + k;,Q,(0)

— Fgr + Ug(t) + EGP,[1 — x5(1)] (15)
dftz = %, (©Q1(t) — [kyz + %, (©)]Q, (V) (16)
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FIGURA 2. Esquema grafico que representa el modelo de glucosa e insulina de humano sano
considerando ingesta alimenticia propuesto por Dalla Man ‘et al’ ['¢!,

donde Q, (mmol) representa la masa del comparti-
mento accesible, Q, (mmol) representa la masa del com-
partimento no accesible, V., (L kg") es el volumen de
distribucion del compartimento accesible, k , (min?) es
la tasa constante de transferencia del compartimento
no accesible al accesible, EGP, (mmol kg’ min”) repre-
senta la produccién endégena de glucosa extrapolada a
la concentracion cero de insulina, F ¢ (mmol kg’ min™)
es el flujo de glucosa no dependiente de insulina, F, es
la eliminacion de glucosa renal por arriba del umbral de
glucosa de 9 mmol (L) y U, (min”) es la tasa de absor-
cion intestinal representada por una cadena de dos
compartimentos con tasas de transferencia idénticas 1/
t la cual puede ser calculada como

max,G,

donde t

max,G

la tasa de glucosa en el compartimento de glucosa acce-

(min) es el tiempo maximo de aparicion de

sible, D, (mmol) es la cantidad de carbohidratos digeri-
dos y A, es la biodisponibilidad de los carbohidratos.

El subsistema de insulina considera el comporta-
miento dinamico de la concentracion de insulina inyec-
tada en el tejido periférico; ademas de que describe su
absorcion, distribucion y disposicion, descritas respec-
tivamente por las Ecuaciones (17), (18) y (19).
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ds,(® _ NG
dt = u(®) tmax,1 17)

dS, (0 _ Si(0 _ Sy(t)

dt tmax,l tmax,l (18)
am _u® _
0 = v kel® (19)

donde S , S, (mU) son una cadena de dos compartimen-
tos que representan la absorcion de la insulina de corta
accion administrada subcutaneamente, u(t) (mU/min)
representa la administracién (en bolo e infusion) de

insulina, t (min) es el tiempo maximo de absorcion

max,l
de insulina, k, (min-1) es la tasa fraccional de elimina-
cion, V, (L kg-') es el volumen de distribucion, I(t) (mU/L)
es la concentracion de insulina plasmatica y U la tasa de

absorcion de insulina, que puede ser obtenida por

U, = 50

tmaX,I

El subsistema de accién de insulina modela el trans-
porte, disposicion y produccién endégena de glucosa
con las siguientes ecuaciones.

dx,

ac —ka1%1 (0)+kpI(2) (20)
dx,
i —kgox,(0)+kp () (21)
dx,
i —ka3x3(t)+kp3l(t) (22)

donde x,, X,, X, representan los efectos remotos de la
insulina en la distribucion, eliminacién y produccion
endogena de glucosa, k, (donde i =1,...,3) (min-1)
representa las constantes de la tasa de desactivacion,
k., (donde i =1,...,3) (min-1) representa las constantes
de la tasa de activacion y I(t) (mU/L) es la concentra-

cion de insulina plasmatica. En la Figura 3 se muestra
un esquema ilustrativo, modificado, del modelo de
sensibilidad de la insulina, incluyendo el mecanismo
de absorcion subcutanea, basado en el presentado por
Hovorka et al.

RESULTADOS Y DISCUSION

Solucion Numérica
La implementacién numérica de los modelos descritos
en la seccién anterior se realizo en la plataforma
MATLAB®, por medio del método numérico de solucion
ode45, a continuacion se especifican las condiciones de
simulacion para cada modelo, asi como también se
muestran las graficas de los resultados obtenidos.

Se realiz6 la simulacion del modelo minimo dado por
las Ecuaciones (1) y (2), para ello se considero el conjunto
de parametros nominales definidos en la Tabla 1, como
condiciones iniciales se tomd x(0)=[70; 0], el tiempo de
simulacion fue seleccionado de acuerdo con la respuesta
dinamica tipica de este tipo de sistemas, en este caso
t_ = [0; 180]. Los parametros del método de solucion

span

fueron los que tiene la herramienta ode45 por defecto.

TABLA 1. Parametros nominales usados en la
simulacion del modelo minimo.

Parametro Valor
pi -4.9x107 min”
p2 -9.1x10™" min’’
Ps 8.96 min™!
ps 4.42 min™
I 0 ‘:n_'i

En la Figura 4 se muestran las graficas de G(t) (glu-
cosa) y X(t) (insulina) obtenidas en la simulacién. En la
Figura 5 se comparan dos graficas de glucosa, la pri-
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FIGURA 3. Esquema grafico que representa el modelo de sensibilidad a la insulina con absorcion

subcutanea propuesto por Hovorka ‘et al* ['"1,

mera, en color negro, obtenida por medio de la simula-
cion del modelo contra la segunda, en color azul, que
representa los datos experimentales obtenidos en el
Experimento 4 de 5. La simulaciéon del modelo que
considera ingesta alimenticia dado por el sistema de

10( T T T

ecuaciones (3)-(14), fue realizada considerando condi-
ciones iniciales dadas por x = [78; 0; 0; 6; 0; 0; 0; 0; 0;
0; 2.328; 0] y un tiempo de simulacion de toan= [0;

400]. En la Tabla 2 se definen los parametros nomina-
les utilizados para la simulacién.

90/

G(t) (mg/dL)

80/

1 1 1 L
100 120 140 160 180

0.5

o

X(t) (mU/mL)

- 1 L L L
0 20 40 60 80

L 1 L L
100 120 140 160 180

Tiempo (minutos)

FIGURA 4. Graficas obtenidas en la simulacion del modelo minimo.

(a) Grafica de glucosa G(t) (linea negra) y (b) grafica de insulina X(t) (linea azul).
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FIGURA 5. Comparacion de graficas de G(t) con el modelo minimo simulado (linea negra)
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)
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FIGURA 6. Graficas obtenidas en la simulaciéon del modelo de glucosa e insulina de humano sano considerando
ingesta alimenticia. (a) Grafica de glucosa plasmatica G(t) y (b) grafica de insulina plasmatica I(t).
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FIGURA 7. Graficas obtenidas en la simulacion del modelo de metabolismo de glucosa considerando
absorcién subcutanea de insulina. (3) Grafica de la masa del compartimento accesible de
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glucosa Q1(t) y (b) grafica de la concentracién de insulina plasmatica I(t).
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del modelo considerando ingesta alimenticia.

Parametro Valor
ki 0.065 min”
k 0.079 min”
Vi 0.05 L/kg
m 0.190 min’’
m, 0.484 min’’
my 0.194 min’’
ms 0.0304 min kg/pmol
me 0.6471
HE, 0.6
Kabs 0.057 min’’
Kari 0.0558 min™
F 0.90
ko1 2.70 mg/kg/min
K2 0.0021 min™
kp3 0.009 mg/kg/min por pmol/l
Kpa 0.0618 mg/kg/min por pmol/kg
K; 0.0079 min™
Fens 1 mg/kg/min
Vinx 2.50 mg/kg/min
Koo 0.047 mg/kg/min por pmol/l
P2u 0.0331 min”’
K 2.30 pmol/kg por (mg/dl)
a 0.050 min’’
5} 0.11 pmol/kg/min por mg/dl
Y 0.5 min™
ket 0.0005 min™
Kez 339 mg/kg
D 0 mg

En la Figura 6 se muestran las graficas de G(t) (glu-
cosa plasmatica) e I(t) (insulina plasmatica) obtenidas
en la simulacion.

La simulacion del modelo considerando inyeccion
subcutanea de insulina definida por el sistema de
ecuaciones (15)-(22), con condiciones iniciales x =
[0.1249; 0.0941; 0; 0; 0; 0.7665; 0.9519; 0.8473] y un
tiempo de simulacién de toan= [0; 700]. Enla Tabla 3 se
definen los parametros nominales utilizados para
dicha simulacién.

En la Figura 7 se muestran las graficas de (a) Q,(t)
(masa del compartimento accesible de glucosa) y (b)
I(t) (concentracion de insulina plasmatica) obtenidas
en la simulacién. Asi como en la Figura 8 se puede
observar una comparacion de la grafica de I(t) con la
infusion de insulina administrada 07,

TABLA 3. Parametros nominales usados en la simulacién del
modelo que considera inyeccién subcutanea de insulina.

Parametro Valor
Fo 0.0097 mmolkg ' min™
BW 82 kg
EGP, 0.0161 mmolkg ' min™
ki 0.066 min’’
D¢ 0 mmol
Kai 0.006 min’’
Ka 0.06 min™
Ag 0.8
tmax,1 40 min
ke 0.138 min’’
\ 0.12 L kg™
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Interfaz Visual

Una vez que se realizaron las simulaciones de los
modelos, se disefid y desarrolld la interfaz que se
encarga de presentar de una manera mas intuitiva y
amable la simulacion de los modelos, ademas la inter-
faz permite que se puedan trabajar con datos obteni-
dos en experimentos como concentraciones de glucosa
e insulina inyectada. El desarrollo de la interfaz visual
también se llevo a cabo en MATLAB®, usando la herra-
mienta de disefio de interfaz grafica de usuario (GUIDE
por sus siglas en inglés de Graphic User Interface
Development Environment). La interfaz inicia con una
ventana principal, ilustrada en la Figura 9, en la cual se
encuentra un menu de opciones para el usuario donde
puede escoger alguno de los tres modelos de metabo-
lismo de glucosa que se programaron.

n Modelos de Metabolismo de Glucosa - N

Modelos de Metabolismo de Glucosa

Modelo Minimo Modelo con Ingesta ‘

Modelo con Absorcién Subcutanea

FIGURA 9. Ventana principal de la interfaz.

Sin importar el modelo que se seleccione, la estructura
es muy similar entre ellos, teniendo cinco secciones
sobresalientes: 'Parametros de Simulaciéon', 'Botones de
Comandos', 'Graficas de Simulacion', 'Muestra Grafica
de Concentracion de Glucosa e Insulina’, y 'Regresar al
Men', las cuales se muestran en la Figura 10.

En la seccién de 'Parametros de Simulacion' (ver
Figura 11) es donde el usuario introduce los datos que
se requieren para comenczar la simulacion, entre los que
se encuentran: tiempo final de simulacién, condiciones
iniciales del modelo (varia la cantidad dependiendo del

modelo a simular), el nombre del archivo .mat que con-
tiene el o los vectores de datos experimentales obteni-
dos de insulina y glucosa (segn sea el caso, y es nece-
sario expresar la extension del archivo), y finalmente
los nombres de los vectores que contengan los datos a
usar en lasimulacion. La seccion 'Botones de Comandos'
se usa para establecer el inicio de la simulacién (boton
'Ejecutar'), y cuando la simulacién se haya detenido o
simplemente no esté siendo ejecutada, se pueda lim-
piar las casillas de datos de los parametros con el boton
'Reset’. En la parte inferior de la ventana, se encuentra
la seccion de 'Graficas de Simulacion', la cual se puede
apreciar en la Figura 12, donde se muestran las graficas
del resultado de simulacién para glucosa (izquierda) e
insulina (centro) y a la derecha de ellas se muestran los
vectores de datos graficados.

Metabolismo de Glucosa: Modelo Minimo de Cobelli - o IEH|

Metabolismo de Glucosa Regresar al
Vot oo e Coten N Moni

............
pests St de pavina

5 o6

uestra de Concentracion

de Glucosa ¢ Insulina

FIGURA 10. Secciones generales de la ventana
de simulacion de la interfaz.

Nombre del archavo

Ticmpo Final que conticae los vectores de

de Sumulacyén

Nombre de los vectores
de datos

A\

e e rars

roees
datosnocmbararo mat ghucosal msudial

datos (extensacn mat

Framece 3 e
Fee e oy | eemaes s

Tempe fre

o Cemamcen S0 =

Conscenes oaes

Condiciones Imciales
de Sammlacion

FIGURA 11. Seccion de parametros de simulacién.
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FIGURA 12. Graficas de simulacion. Grafica de la glucosa simulada (izquierda), grafica de la insulina simulada (centro)

y grafica de los vectores de datos experimentales (derecha).

Ala derecha de la pantalla principal de simulacion en
la interfaz se encuentra la seccion de 'Muestra Grafica
de Concentracion de Glucosa e Insulina’, ilustrado por
la Figura 13, donde se muestra una imagen que repre-
senta una muestra sanguinea y, después de terminada
la simulacion, se muestra la concentracion de insulina
(indicadores amarillos) y glucosa (indicadores azules).
Por tltimo, el boton 'Ment' es el encargado de llevar de
vuelta al usuario al mena principal de opciones de
modelos sin cerrar la ventana del modelo con que se
estaba trabajando.

Moestra Gratca

FIGURA 13. Muestra grafica de concentracion
de glucosa e insulina.

Discusion

El proceso de metabolismo de glucosa se puede resu-
mir en que, si el nivel de glucosa se incrementa habra
una respuesta de secrecion de insulina hasta que el
nivel de glucosa regrese a valores euglicémicos. El
modelo minimo modela la tasa de cambio de la glucosa
plasmatica (Ecuacion (1)) en funcion de la produccion
interna de glucosa (hepatica) y el consumo por el tejido
hepatico y periférico promovido por la accion de la insu-
lina disponible en plasma (Ecuacion (2)). Por otra parte,
el modelo que considera ingesta alimenticia, incluye
una descripcion mas detallada de la tasa de cambio de
glucosa plasmatica, considerando dos compartimentos
(Ecuaciones (3) y (4)). El efecto de la insulina en la pro-
duccion hepatica de glucosa (produccion endogena) se
representa por las Ecuaciones (7) y (8). La aparicion de
glucosa debida a la ingesta se modela en las Ecuaciones
(9), (10) y (11), mientras que la utilizacién de glucosa por
tejidos se modela en la Ecuacion (12). Por otro lado, la
tasa de cambio de la insulina plasmatica se modela con
las Ecuaciones (5) y (6), mientras que la secrecion de
insulina pancreatica se modela con las Ecuaciones (13)
y (14). Finalmente en el modelo de inyeccién subcuta-
nea de insulina, se consideran dos ecuaciones para
modelar la tasa de cambio de la glucosa plasmatica
Ecuaciones (15) y (16). El proceso de absorcion insulina
inyectada por via subcutanea se representa en las
Ecuaciones (17) y (18). La tasa de cambio de la insulina
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plasmatica se presenta por la Ecuacion (19). Las tasas de
transporte, disposicion y produccion endogena de glu-
cosa en funcion de la insulina plasmatica, se represen-
tan por las Ecuaciones (20), (21) y (22), respectiva-
mente. Como se puede observar en este resumen, los
tres modelos tienen como objetivo modelar las tasas de
cambio de glucosa e insulina plasmatica y su relacion
entre ellas. Los tres modelos consideran el término de
produccion endégena (o hepatica) de glucosa, asi como
el consumo de glucosa por tejidos (hepatico y perifé-
rico). Sin embargo, los modelos difieren en el detalle
matematico de dichos procesos, siendo el modelo de
Cobelli et al. el mas simple, ya que no considera alguna
fuente de disposicion de insulina plasmatica; mientras
que el modelo de Dalla Man et al., considera un subsis-
tema de secrecion pancreatica de insulina como fuente
de produccién en el compartimento de la insulina plas-
matica; por su parte Hovorla et al., considera un subsis-
tema de absorcion de insulina subcutanea como fuente
de produccion en el compartimento de insulina plasma-
tica. El modelo propuesto por Dalla Man et al., incluye
ademas una fuente de glucosa externa (ingesta de ali-
mentos) al compartimento de glucosa plasmatica.

Al observar los resultados de la simulacion para el
modelo minimo, dado a que no hay entrada de insu-
lina, se tiene solo la accion de la glucosa, esto puede
ser visto como una adaptacion sencilla a un modelo
para pacientes diabéticos tipo 1. Ademas los datos
experimentales comparados con la grafica de simula-
cion, ambos del compartimento de glucosa, muestran
una similitud en cuanto a forma de comportamiento,
aunque es notorio que existe un error que es necesario
disminuir (ver Figura 5). En cuanto al modelo que con-
sidera ingesta alimenticia, se puede observar el com-
portamiento de la glucosa a través del tiempo, lo cual
nos permite ver la metabolizacion postprandial (ver
Figura 6). De manera similar se presentan los resulta-
dos del modelo con absorcién subcutanea de insulina.
Al tener una curva de glucosa, podemos observar
como va cambiando dependiendo de la insulina (ver

Figura 7); esto es, como va metabolizandose la glucosa
conforme aumenta a la cantidad de insulina en el
plasma. Ademas de analizar la insulina en el sistema
dependiendo de la administrada via subcutanea.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se puede
considerar que los tres diferentes modelos estan listos
para pasar a su validacién y ajuste de parametros para
una poblacion de interés. Con ello se podrian reprodu-
cir como pacientes virtuales para pruebas in silico.

CONCLUSIONES

La aplicacion de los modelos antes presentados en una
interfaz visual hace que su manejo se presente de una
manera mas accesible y amigable para los especialistas.
Ademas, la interfaz permite representar diferentes pro-
cesos del metabolismo de glucosa, por ejemplo, si s6lo
interesa conocer las tasas de cambio de glucosa y/o
insulina plasmatica, o bien como éstas pueden modifi-
carse cuando hay una ingesta de alimentos o una
inyeccion de insulina por via subcutanea, como ya se
describi6 en la subseccién de Discusion. Los modelos
presentados también permiten representar tres tipos
de pacientes: sujetos sanos (modelo minimo), pacien-
tes con diabetes tipo 2 (modelo que considera ingesta
alimenticia) y pacientes con diabetes tipo 1 (modelo
que considera inyeccion subcutanea de insulina).

Debido a la versatilidad del lenguaje de programacion
que presenta MATLAB® la estructura esta preparada
para, en un futuro, poder agregar diferentes modelos.
Lo anterior también da lugar a una segunda etapa de
trabajo en la cual, con parametros estandarizados, se
tenga una interfaz de paciente virtual que pueda pre-
decir después de cierto tiempo el comportamiento de
dicho padecimiento. Con ello se da pie a la mejora de
los actuales tratamientos para pacientes diabéticos.
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RESUMEN

En la actualidad, nuevas bases de datos genomicos (secuencias de ADN) son puestas al alcance del dominio ptblico
para su analisis. La bioinformatica ha desarrollado algoritmos para extraer informacion y caracteristicas de dichas
secuencias. Sin embargo, estos algoritmos bioinformaticos tienen limitaciones. Una alternativa es utilizar herra-
mientas propias del procesamiento digital de sefiales (DSP) adaptadas a secuencias genomicas (procesamiento de
sefales genomicas - GSP). El presente trabajo versa sobre el analisis de los cuatro primeros momentos centrales (me-
dia, desviacion estandar, asimetria y curtosis) y dos momentos estadisticos (mediana y varianza) de los espectros
frecuenciales de las 15 Regiones Reguladoras (RRs) de la base de datos ENCODE con el objetivo de estudiar diferen-
cias estadisticas y frecuencias caracteristicas. La base de datos seleccionada es “mapeada”. Luego, la FFT es calcu-
lada a estas senales gendmicas y finalmente los momentos estadisticos son implementados. Los resultados mues-
tran la existencia de 3 grupos de RRs utilizando la media, mediana y curtosis. La desviacion estandar y la varianza,
parecen no resaltar informacion importante. Finalmente, la asimetria revela un comportamiento homogéneo ante
la presencia de valores atipicos en algunas RRs. Estas observaciones permiten inferir que la periodicidad dentro de
la secuencia esta relacionada o podria determinar la funcion biolégica que desempeiia la misma secuencia.

PALABRAS CLAVE: Procesamiento de sefiales genémicas, ENCODE, Espectro de frecuencia, Momentos Estadisticos,
Transformada de Fourier.
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ABSTRACT

Nowadays, new genomic databases (DNA sequences) are available to the whole scientist community for its analysis.
The bioinformatics has developed algorithms to extract information and features of the sequences. However, the
bioinformatics algorithms have restrictions. An alternative is the use of digital signal processing (DSP) tools adap-
ted to genomic sequences (genomic signal processing - GSP). This work analyzes the first four statistics moments
(mean, standard deviation, skewness and kurtosis) and other two moments (median and variance) of the frequency
spectra of 15 regulatory regions (RRs) in ENCODE database with the main objective of studying the statistics di-
fferences and frequency features. The selected database is mapped. Then, the FFT is calculated to these genomic
signals and finally the statistic moments implemented. The results show a three-group behavior in the RRs with the
mean, median and kurtosis. The deviations standard and the variance do not show important behavior. Finally, the
skewness shows a homogeneous behavior with the lack of atypical values in some RRs. These observations support
the idea of the presence of periodicities in a sequence that may be related or may determine the biological function
that a sequence may perform.

KEYWORDS: Genomic Signal Processing, ENCODE, Frequency Spectrum, Statistical Moments, Fourier Transform.
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INTRODUCCION

En la actualidad, nuevas bases de datos genoémicos
son puestas al dominio publico por distintos centros
de investigacion y laboratorios alrededor del mundo ™.
Lo anterior genera en la comunidad cientifica pertene-
cientes al campo de la biologia y biomedicina la nece-
sidad de extraer la mayor cantidad de informacion
posible de estas bases de forma rapida y confiable -5,

El analisis de la informacién en una base de datos de
secuencias de ADN permite la extraccion de caracteris-
ticas a través de las correlaciones existentes entre las
secuencias de ADN, sus periodicidades o en sus motif
(patrones recurrentes en el ADN ©1), entre otros 7!,

En el campo de la bioinformatica se han desarrollado
diversos algoritmos que resuelven algunas de estas
tareas 3 8. Sin embargo, la bioinformatica presenta
ciertas limitaciones pararealizar ciertos analisis como
es la busqueda de periodicidad. En este contexto una
solucion viable es la implementacion de herramientas
matematicas propias del procesamiento de sefales
genomicas .

El procesamiento de sefiales gendmicas es un area
multidisciplinaria que utiliza herramientas propias del
procesamiento digital de sefiales para extraer informa-
cién con un significado biolégico especifico o1

Dentro de este campo, uno de los hallazgos mas estu-
diados e importantes en las regiones codificantes de
proteinas es la existencia de un pico en la frecuencia f/3
y la ausencia de este pico en las no codificantes 2 1%,

Sin embargo, las regiones codificantes solo repre-
sentan el 1% del genoma humano y por varios afios el
resto del genoma fue considerado ADN “basura” 19201,
El proyecto de la Enciclopedia de Elementos del ADN
(ENCODE, por sus siglas en inglés) le asigné funcio-
nes reguladoras a alrededor del 80% del genoma
humano 231,

Estas funciones controlan la lectura de la transcrip-
cion mediante la promocién, potenciaciéon o silen-
ciando genes, entre otras funciones de regulaciéon 4.

En este trabajo, se presenta un analisis de los momen-
tos estadisticos de los espectros en frecuencia de las
regiones reguladoras propuestas por Ernst et al 3! que
forman parte de la base de datos del ENCODE. La hip6-
tesis de este trabajo es que existen diferencias estadis-
ticas entre los espectros de frecuencia de las 15 regio-
nes reguladoras y que probablemente existan picos de
frecuencia caracteristicos como es el caso de las regio-
nes codificantes.

METODOLOGIA
La metodologia que se siguio para el desarrollo de ese
trabajo se encuentra esquematizada en la Figura 1.

El primer paso que se realizo fue la eleccion de los
datos. La base de datos que se seleccion6 corresponde
a los estados de cromatina propuestos por Ernst et al
231 ]a cual se puede consultar en https://genome.ucsc.
edu/cgi-bin/hgFileUi?db=hg19&g=wgEncodeBroadHmm
(Junio 2011).
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FIGURA 1. Metodologia.
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Se descargaron los archivos correspondientes a las 15
regiones reguladoras (RRs) (ver Tabla 1) en los 22 auto-

somas y el cromosoma X en las nueve lineas celulares
(CLs) disponibles en la base de datos (ver Tabla 2).

TABLA 1. Lista de las Regiones Reguladoras (RRs). (Tabla reproducida de [23)

Num. de | Nombre de Region Reguladora (RR)

Inactived/Poised Promoter

Transcriptional Elongation

RR
1 Active Promoter
2 Weak Promoter
3
4 Strong Enhancer 1
5 Strong Enhancer 11
6 Weak/Poised Enhancer I
7 Weak/Poised Enhancer 11
8 Insulator
9 Transcriptional Transition
10
11 Weak Transcribed
12 Polycomb-repressed
13 Heterochromatin
14 Repetitive I
15 Repetitive [

De acuerdo a la Figura 1, luego de seleccionar una
base de datos, el siguiente paso consistié en “mapear”
las secuencias. Las secuencias de las RRs fueron
extraidas de la construccién del genoma de http://

hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hgi9/encode-
DCC/referenceSequences/ y posteriormente fueron
mapeadas con la técnica de Neighbor Joining pro-
puesta por Borrayo et al ?3!,

TABLA 2. Lista de las Lineas Celulares (CLs). (Tabla reproducida de [?3)

Linea celular (CL)

B-Lymphoblastoid Cells

Embryonic Stem Cells

Hepatocellular Carcinoma
Cells

Mammary Epithelial Cells

Skeletal Muscle Myoblasts

Umbilical Vein
Endothelial Cells

Erytrocytic Leukimia Cells

Normal Lung Fibroblasts

Num | Abreviatura
de CL
1 GM12878
2 Hlesc
3 Hepg2
4 Hmec
5 Hsmm
6 Huevec
7 K562
8 NhlIf
9 Nhek

Normal Epidermal

Keratinocytes
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Se entiende por mapeo el proceso de trasladar la infor-
macion contenida en las secuencias de ADN (secuen-
cias ordenadas de los nucleétidos, representados por
las letras A, T, C, G) a una representaciéon numérica
(sefal gendémica) con la menor pérdida de informacion
71, El mapeo de Neighbor Joining *5! consiste en dos eta-
pas, la primera es explicada por la Ecuacion 1:

(Si, Sigt1) — S'i (1)

parai=1,2,3,...,  donde [ es la longitud de la secuen-
ciade ADNy S.€ {A,T,C,G} que a su vez representan los
nucleétidos adenina (A), timina (T), citosina (C), gua-
nina (G); SIE {x,,X,,....,x,; } y los valores de X, , .16 SO0
enteros equidistantes, el nuevo vector S tiene una lon-

gitudde [ - 1.

La segunda etapa del mapeo consiste en realizar un
ventaneo del vector Sy es calculada por la Ecuacién 2:

& 1 2adi &
Si_ 2 atl ngilsr (2)

donde S es el vector resultado de la Ecuacién 1, S es un
nuevo vector de longitud [ - 2a y « es un namero entero
que representa la cantidad de nucleétidos considerados
vecinos a ambos lados del nucleétido evaluado. En este
trabajo se uso el valor =3 y los valores de x,

.....

puestos por Borrayo et al 31,

Una vez mapeadas las secuencias a sefiales genomi-
cas, se procedio a calcular la transformada de Fourier
de cada una de ellas. La transformada de Fourier (ver
Ecuacion 3) es una herramienta matematica que per-
mite calcular la periodicidad de una senal .

Flw) = [ f(te tdt (3)

A continuacion, agrupamos los espectros de las sena-
les gendmicas en 3105 conjuntos donde cada conjunto
representa las sefales gendémicas que cumplen una de

las RRs de las enlistadas en la Tabla 1, pertenecen a
una LC de las presentadas en la Tabla 2 y a uno de los
23 cromosomas analizados.

La magnitud de cada coeficiente de Fourier (valor abso-
luto) fue calculada para obtener niimeros reales y redu-
cir la complejidad del analisis. Después se realizdé una
normalizacion de los datos con el objetivo de realizar
una comparacion de los mismos sin que la cantidad de
puntos pudieran producir ruidos o valores atipicos. Los
datos fueron normalizados entonces en funciéon de 3
criterios: la longitud, la energia y la banda de frecuencia:

i. Normalizacion por longitud: consiste en interpolar
lineal cada espectro de Fourier a un valor de 800
puntos que representa la mediana de tamaiio del
conjunto total de sefiales gendmicas del estudio.

ii. Normalizacion por energia: consiste en dividir el
espectro normalizado por longitud entre el valor
del tamafio original del espectro.

iii. Normalizaciéon por banda de frecuencia: recor-
dando que las senales genomicas fueron agrupa-
das en conjuntos que pertenecen a la misma RR,
CL y cromosoma. Para cada conjunto las bandas
de frecuencia (800) son divididas por el valor
maximo de la banda evaluada.

Luego de realizar las normalizaciones pertinentes, se
procedio de acuerdo al paso 3 de la Figura 1 al calculo de
momentos estadisticos. Sobre los espectros de frecuen-
cia se calcularon los cuatro primeros momentos centra-
les (media, desviacion estandar, asimetria y curtosis), y
dos momentos estadisticos mas (mediana y varianza).

La media es el primer momento estadistico central y
es considerada el valor representativo de la distribu-
cion de coeficientes el cual puede ser interpretado
como el valor medio de energia, donde un valor mayor
representa coeficientes con una organizacion posible-
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mente definida y no aleatoria. La mediana se refiere al
valor medio de energia de la distribucién y puede ser
semejante a la media si es una distribuciéon normal.

La desviacion estandar y varianza son medidas esta-
disticas de dispersion y que nos describen la tendencia
a mantener el orden (consideramos orden a la cualidad
de que existan picos frecuenciales que sobresalen
sobre el resto). Una baja desviacion estandar, es decir
dispersion baja, corresponde a la posible presencia de
picos frecuenciales distinguibles.

La asimetria es el tercer momento estadistico central y
nos describe las colas en una distribucion lo que esta rela-
cionado con la existencia de valores atipicos. La curtosis
describe la persistencia a concentrarse los datos de la
distribucion en el valor medio de energia, lo cual reforza-
ria la idea de la presencia de picos frecuenciales represen-
tativos en los espectros. Las ecuaciones de los momentos
estadisticos descritos se encuentran en la Tabla 3.

TABLA 3. Ecuaciones correspondientes a los momentos
estadisticos utilizados.

Momento Estadistico Ecuacion
Media (%) DT
n
Desviacion Estandar (o) L (E - x)?

n
Z?=1(f - xi)3
n
[zzgl(f - xi)z]“

n—1

Asimetria (skew)

Curtosis (kurt) T —x)*

[2?=1(fn— xi)zr -

n—1

Mediana (M,) Si es impar
M, = Xn+1/2

Si es par

(xn/, + xn+1/ )
M= /2/2

e

Varianza (¢?) T (x — x)?

n

RESULTADOS Y DISCUSION
El objetivo de este trabajo es encontrar las diferencias
estadisticas entre los espectros de frecuencia de las 15
regiones reguladoras. Para conseguir esto se calcula-
ron seis momentos estadisticos: media (X), desviacion
estandar (o), asimetria (skew), curtosis (kurt), mediana
(M,) y varianza (¢?).

Enla Figura 2 se presentan los momentos estadisticos
de la LC GM12878 en todas las RRs y cromosomas. Se
puede observar la existencia de 3 grupos de regiones
reguladoras en la media, mediana y curtosis. Esto es
interpretado como grupos de RRs con secuencias con
un grado de orden (tendencia a estar ordenados y no
dispuestos aleatorios) determinado.

Media GM12878

Mediana GM12878

13 6 7 911315171921 23 13 5 7 9 111315171921 23

STD GM12878 Varianza GM12878

1356 7 911315171921 23 13 5 7 9 111315171921 23

Skewness GM12878 Kurtosis GM12878

136 7 911315171921 23

13 5 7 9 111315171921 23
Chr Chr

FIGURA 2. Momentos estadisticos de la
linea celular GM12878.

El primer grupo estd conformado por las RRs
Repetitive I y Repetitive Il interpretado como RRs alta-
mente ordenadas. Por el contrario el grupo de RRs con
bajo orden o alta aleatoriedad esta conformado por las
RRs Transcriptional Elongation, Weak Transcribed,
Polycomb-repressed, Heterochromatin. Esta observa-
cion es congruente con el principio de minimo esfuerzo
donde secuencias largas, como lo son las pertenecien-
tes a estas RRs, implican un gasto energético muy alto.
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El resto de RRs estan medianamente ordenadas (refi-
riéndonos a las secuencias de ADN).

Con respecto a la desviacion estandar y la varianza,
visualmente parecen no contener informacion rele-
vante. Sin embargo, observando el rango en las que
oscilan (0 - 0.05), podemos inferir que el orden, ya sea
alto, medio o bajo, es preservado debido a que se
puede considerar ambos valores de los momentos
estadisticos como bajos. El asimetria nos muestra un
comportamiento homogéneo en la presencia de valo-
res atipicos en las primeras 13 RRs. Las Repetitive I y II
tienen valores de asimetria mayores, es decir, que no
todas las secuencias de ADN pertenecientes a estas
RRs son altamente ordenadas. Este comportamiento
se puede observar a través de las otras ocho LCs (ver
figuras suplementarias S24-S31*).

Mediana GM12878

Media GM12878

1356 7 911315171921 23

RR

13 5 7 9 111315171921 23

Varianza GM12878

STD GM12878

| |
13 57 9111315171921 23

135 7 911315171921 23

Skewness GM12878 Kurtosis GM12878

13 57 9111315171921 23
Chr Chr

13 5 7 9111315171921 23

FIGURA 3. Momentos estadisticos del cromosoma 4.

El comportamiento descrito anteriormente puede ser
observado en la Figura 3, donde se analizan los datos
pertenecientes a un cromosoma a través de todas las
RRs y las LCs. El resto de los cromosomas se pueden
ver en las figuras suplementarias S1-S23*. En todas
ellas se refuerza la observacion descrita.

Analizando una Ginica RR en todas las LCs y cromoso-

mas, por ejemplo Active Promoter (ver Figura 4 y
Figura 5) se puede observar que un comportamiento
en la LC 2 (H1iesc) es distinto al resto de las LCs. Las
secuencias que son Active Promoter son las encargadas
de promover la expresion de genes. Por el contrario, las
secuencias con la funcion de Poised Promoter se encar-
gan de reprimir o silenciar la expresion de los genes.
Estas caracteristicas son descritas en 2628y correspon-
den a las de las células madres.

Mediana Active Promoter

Media Active Promoter

SRBInBIo~mws

1.2 3 4 5 6 7 8 9

Kurtosis Active Promoter

SRBInBZo~mws

[T N

1.2 3 4 5 6 7 8 9
Lc

FIGURA 4. Momentos estadisticos de la
region reguladora Active Promoter.

Los valores altos en el caso de la RR Active Promoter
en la media, en la mediana y en las curtosis son signi-
ficativos, porque los promotores representan secuen-
cias altamente ordenadas y, probablemente, accesadas
continuamente.

En el caso contrario, de los bajos valores de los mis-
mos momentos en la RR Poised Promoter se puede
inferir que son altamente desordenadas. Esto es rele-
vante porque son secuencias no necesarias en las célu-
las madres. Revisitando la idea de que una célula
madre expresa la mayoria de los genes y silencia pocos
genes, caso contrario de células diferenciadas como las
otras 8 LCs, que expresa una cantidad pequefa de
genes y silencia una gran cantidad 126281,
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Media Poised Promoter Mediana Poised Promoter

0.5

Chr

1
3
2
04 &
1
3
03

1.2 3 4 5 6 7 8 9 12 3 4 5 6 7 8 9

STD Poised Promoter

Varianza Poised Promoter X 10

BREIGDZ0~twa

12 3 4 5 6 7 8 9

Kurtosis Poised Promoter

Chr

SREIGBZownws

SN

1.2 3 4 5 6 7 8 9 1.2 3 4 5 6 7 8 9
LC Lc

FIGURA 5. Momentos estadisticos de la
region reguladora Poised Promoter.

El comportamiento de los momentos estadisticos de
nuestro trabajo y la descripcion dada por la literatura es
relevante porque conecta el comportamiento frecuencial
de las secuencias con caracteristicas biologicas no deter-
minadas con esta metodologia lo cual da un argumento a
favor para el uso del procesamiento de sefiales como una
herramienta para analisis de datos gendmicos en la disci-
plina del procesamiento de sefiales genoémicas.

Como una linea de investigacion futura a este trabajo
puede implementarse una etapa de clasificacion o cluste-
ring extrayendo una cantidad mayor de informacién que
esta contenida dentro de los espectros de frecuencia y no
puede ser abordada solamente con indices estadisticos.

CONCLUSIONES

El analisis de datos genémicos es crucial dado que la
comunidad cientifica deja al alcance del dominio
publico cada vez mas bases de datos. Sin embargo poca
informacion es extraida de estas. El procesamiento de
seflales genémicas es una disciplina poco explorada
hasta el momento, aunque ha dado resultados intere-
santes como el descubrimiento de la frecuencia f/3 en
la secuencias codificantes.

En este trabajo, hemos implementado el procesa-
miento de sefiales genomicas para analizar estadisti-
camente las frecuencias de secuencias no codificantes
con 15 funciones biologicas especificas.

Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan que
los espectros de frecuencia de las sefiales son distintos
entre funciones biolégicas y que ciertas caracteristicas
biologicas, como en el caso de la linea celular Hiesc, se
pueden analizar con esta metodologia.

Los resultados de este trabajo nos han permitido
comprobar que el procesamiento de senales gendémi-
cas es una herramienta poderosa para la extraccion de
caracteristicas. Ademas, y da pauta a que mas herra-
mientas nativas del procesamiento de sefiales puedan
ser adoptadas a las sefales gendémicas para obtener
informacion biologica relevante y que aiin permanece
oculta con los métodos tradicionales de bioinforma-
tica y genética.

*Este articulo contiene un anexo de imagenes, el cual puede ser consultado en: https://goo.gl/5LEf6r
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