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Resumen

En el presente trabajo se muestra el proceso de disefio de un biorreactor
enfocado a mantener viable tejido cardiaco para su posterior tratamiento y
reparaciéon. Se implemento el disefio de componentes electrénicos y mecénicos,
la parte estructural y el sistema de control. Se realizaron pruebas de los
diferentes pardmetros de salida del sistema para validar su posterior uso en
tejido vivo.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Problema: Trasplante de 6rganos

Cuando un oérgano se lesiona gravemente ya sea por defectos genéticos,
trauma o enfermedades crénicas, es necesario realizar un trasplante del
6rgano para lograr mantener con vida al paciente.

Actualmente se realizan trasplantes rutinarios de higado, rifién, péncreas,
pulmones, hueso, corazén, intestino y tejido vascular. En general el proceso
de trasplante involucra remover el érgano sano de un donador, este puede
ser un donador vivo cuando se dona un rifién, un lébulo del higado, un
segmento o l6bulo del pulmén o una porcién de intestino.

También se pueden obtener de un donador que ha perdido la vida, depen-
diendo de la circunstancia de muerte se pueden donar ciertos 6rganos, por
ejemplo en el caso de que el donador fallezca de paro cardiaco se pueden
donar corneas, hueso y algunas porciones de tejido. Para el caso de muerte
encefélica, se pueden donar practicamente todos los 6rganos anteriormente
listados.

En general el proceso de trasplante en México es el siguiente [1]:

e Diagnostico El primer paso es que un médico especializado debe emitir
un diagnoéstico que indique que un érgano del paciente requiere ser
trasplantado.

e Evaluacién El paciente se somete a una serie de pruebas fisicas y psi-
colégicas de protocolo para determinar si es un candidato viable para
recibir un trasplante.

e Comité Interno Si el equipo médico determina que el trasplante es la
Unica alternativa, el caso pasa a un comité interno de trasplantes en
el hospital el cual establece un acta que avala la decisién de realizar el
procedimiento.



1.1. Problema: Trasplante de 6rganos

Pacientes en lista de espera en espera por

érganos (2016)
Organo M candidatos [H
Rifion 96,549
Higado 14,144 = Rifion
Corazén 3,966 3% .
Rifion / Pancreas 1,691 12% ‘ Dl
Pulmén 1,399 Gorazén
Pancreas 906 Rifion / Pancreas
Intestino 273 = Pulmén
Corazon / Pulmor 43, OPHErEs
TOTAL 116,340

M Intestino

W Corazén / Pulmén

Figura 1.1:
Ntmero de pacientes en la lista de espera por érgano en Estados Unidos al
afo 2016 (United Network For Organ Sharing -UNOS - 2016) [3]

¢ Ingreso al Registro Nacional de Trasplantes En este punto el hospital in-
troduce los datos de paciente en el registro nacional, el cual es un
padrén de todos los pacientes que estan esperando un trasplante.

La posicién de un paciente en la lista de espera de trasplantes estd deter-
minada por la antigiiedad y el tiempo de espera de la persona, otros fac-
tores que se toman en cuenta son la probabilidad de que el paciente pierda
la vida, la compatibilidad con el donador de 6rgano, también se toma en
cuenta si existe un donador voluntario que sea compatible con el paciente.
Los 6rganos con mayor demanda son el rifién y la cornea, estos tienen un
promedio de espera de 24 a 30 meses, para el caso de otros 6rganos como
higado o corazén el tiempo de espera puede ser mucho mayor [2].

Ante este panorama y la dificultad para conseguir donadores de 6rganos, la
lista de pacientes en espera crece afio con afio, tan solo al 2016 en Estados
Unidos habia més de 116 mil pacientes en la lista. En la figura 1.2, se puede
observar que la mayor demanda por mucho es para rifién (81%) seguida de
higado (12 %) y corazén (3 %).

Para el caso de México, se pueden observar los datos en la figura 1.2, el
mayor porcentaje es para rifion con cerca del (54%), seguido de cornea con
el (29 %) y corazén con el (16 %).

En la tabla 1.3 muestra el namero de trasplantes por cada érgano que se
realizaron en Estados Unidos al 2016. En comparativa con la cantidad de
pacientes en lista de espera es claro que existe un enorme déficit de 6rganos.

La figura 1.4, contrasta el déficit que existe cada afio entre los donadores de
un 6rgano y los pacientes en lista de espera, como se observa los tltimos 15
afios el ntimero de pacientes se va incrementando cada afio, lo que aumenta
el tiempo de espera en la lista y por consiguiente el nimero de muertes, en
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1.1. Problema: Trasplante de 6rganos

Pacientes en lista de espera en México espera

por érganos (2016)

Organo [ candidatos
Rifidn 13,633
Cornea 7,318
Corazén 3,966 B Rifidn
Higado 345 m Cornea
Corazén 43
Rifén /Pancreas 6,  Corazén
TOTAL 116,340 Higado

H Corazén

® Rifidn /Pancreas

Figura 1.2:

Ntuimero de pacientes en la lista de espera por 6rgano en México al afio
2017 (Centro Nacional de Trasplantes 2017) [4]

Organo - Trasplantes

Rifion
Higado
Corazén
Pulmén

Rifion / Pancreas

Pancreas
Intestino

Corazon / Pulmdn

TOTAL

19,060
7,841
3,101
2327
798
215
147
18,

33,597

Transplante por érgano en (2016)

W Rifion
M Higado
m Corazén
Pulmon
M Rifion / Pancreas
M Pancreas
M Intestino

MW Corazén / Pulmén

Figura 1.3:

Numero de érganos trasplantados en Estados Unidos al afio 2016 (UNOS

2016) [3]

Estados Unidos se estima que mueren mas de 7000 pacientes que estdn en

lista de espera cada afio [5].

En el mejor de los casos, las personas que logran obtener un érgano para
trasplante, ven reducida significativamente su calidad y expectativa de vida,
esto principalmente debido a los medicamentos inmunosupresores que deben
tomar o a la respuesta de rechazo del 6rgano, ya que estos suprimen el
sistema inmune y vuelve al paciente propenso a infecciones oportunistas,
ademads que aumenta la probabilidad de generar tumores cancerigenos [6].



1.2. Algunas soluciones

~ Lista de espera I Trasplantes Donadores

140,000

119,362

120,000 |

100,000 |

Numero de personas

Figura 1.4:
Grafica comparativa por afio entre pacientes en lista de espera, 6rganos
trasplantados y donadores (vivos y muertos) (Organ Donor US) [5]

1.2 Algunas soluciones

Ante los problemas que representa el proceso de trasplante, se han gen-
erado diversas alternativas para generar 6érganos bajo demanda, que sean
histocompatibles con el paciente receptor.

Los esfuerzos en la tltima década se han concentrado en tres lineas princi-
pales para resolver el problema:

1.2.1 Bioimpresiéon en 3D

Con el auge de los sistemas de impresion 3D en la dltima década, se ha ex-
plorado una rama de esta técnica enfocada al uso de materiales biol6gicos.
El proceso consiste en inyectar a través de sistemas microfluidicos combina-
ciones de hidrogeles y células obtenidas del propio paciente, estos fluidos
se van depositando en diferentes capas de manera secuencial, el objetivo
es generar una estructura tridimensional sélida con la suma de todas las
capas, la idea es que con la tecnologia adecuada, se podria imprimir vasos

4



1.2. Algunas soluciones

Figura 1.5:
Ejemplo de una oreja impresa en 3D usando un hidrogel como material de
sacrificio para el soporte de células (Wakeforest Institute) [8]

sanguineos, estructuras de soporte, microestructuras funcionales y en gen-
eral todas las partes que componen un érgano de forma que al final del
proceso se obtenga un 6rgano nuevo y funcional compatible con el paciente
receptor. [7]

La impresion en 3D es una de las técnicas mds versatiles, ya que permite
generar estructuras a voluntad y en base a biomateriales generados sintéticamente,
por lo que seria posible generar una cantidad casi ilimitada de 6rganos con
pardmetros especificos, ante esta promesa, se han generado diversos intentos
en tejido como piel y vasos sanguineos e incluso algunos intentos de mode-
los de 6rganos 6rganos simples [9]; sin embargo, la técnica atin enfrenta di-
versos problemas, como la necesidad de encontrar mezclas adecuadas para
depositar las células, mejorar la resolucién para generar estructuras comple-
jas, y por ultimo, una vez que la estructura del 6érgano este preparada, aun
no se tiene una estrategia clara para darle funcionalidad adecuada [10] [11].

1.2.2 Modificacién genética de animales

Hasta hace unos afios la modificacién genética de animales parecia tener
pocas oportunidades para generar 6rganos aptos para trasplante en hu-
manos, sin embargo ha resurgido gracias a los avances en medicamentos
inmunosupresores y principalmente la generacién de nuevas técnicas de ma-
nipulacién genética , principalmente en técnicas como CRISPR/Cas9 (clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats, en espafiol repeti-
ciones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) [12]
que ha simplificado el proceso de manipulacién genética, lo ha hecho este
proceso accesible a una cantidad mayor de laboratorios. La idea de esta
técnica es modificar los genes de animales, principalmente de cerdo ya que

5



1.2. Algunas soluciones

1.-Se extrae

N una células

o fetal del cerdo Gen GGTA1
d

Cromosomas

2.- Se elimina el gen
GGTA1 reemplazandolo
3.- Las células se por uno no funcional

cultivan in vitro

4.- Se injectan las células
modificadas en un dvulo no
fertilizados; estos se

5.- Se da luz a una cria implantan en un cerdo

gue no expresa el gen
GGTA1

Figura 1.6:
Proceso de eliminacién de genes productores de antigenos en cerdos para
producir érganos més adecuados para humanos.

se ha observado que sus 6rganos son los mas parecidos estructuralmente a
los de los humanos, para eliminar los antigenos que causan rechazo en el
trasplante entre especies [13]. La figura 1.6 muestra un esquema del pro-
ceso de eliminacién de los genes, a partir de una célula fetal de un cerdo
se eliminan los genes productores de antigenos, estds células se cultivan in
vitro y posteriormente se implantan en un 6vulo fertilizado, de forma que
las crias del cerdo no exprese este gen.

Esta técnica es muy prometedora, a largo plazo se podrian generar un sum-
inistro practicamente ilimitado de 6rganos, pero todavia se tienen problemas
inherentes al uso de xenotrasplantes, ademds de las complicaciones técnicas
ya que se requieren procesos muy complicados. El camino para hacer los
6rganos viables para trasplante humano sin efectos secundarios graves por
esta técnica atn es muy largo.

1.2.3 Descelularizacién y Rescelularizacion

Una de las técnica que mas expectativas ha generado en los tltimos afios
para crear 6rganos adecuados para la implantaciéon en humanos es la de-
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1.3. Nuevas soluciones propuestas

scelularizacién de 6rganos para su posterior recelularizacién. La técnica con-
siste en eliminar las células en el 6érgano,este se puede obtener por donacién
cadavérica o por extraccién de un animal, una vez que se extrae el 6rgano,
se coloca en un biorreactor que ajusta las condiciones adecuadas para evi-
tar que se degrade. Cuando se tiene el 6rgano estabilizado se comienza
el proceso de descelularizacion, en este paso se retiran todas las células
con el fin de dejar solo la matriz extra celular, el proceso se puede hacer
de varias formas por medios fisicos, como shock térmico o generando una
presion de flujo dentro del 6rgano, también se puede realizar por métodos
enzimaticos por ejemplo con tripsina, pero principalmente se realiza por
perfusién usando ciertos detergentes iénicos que eliminan las células elimi-
nando su membrana [14].

Al final del proceso de descelularizacién se obtiene tiene la matriz extracelu-
lar libre, se realiza el sembrado de células también por perfusién, estas
células se obtienen del paciente receptor para generar un érgano nuevo com-
patible [15]. En esta fase se puede ocupar un biorreactor diferente para
darle soporte vital al 6rgano que se generado. En la figura 1.7, se mues-
tra el corazén de un conejo que ha sido sometido a los diferentes pasos de
descelularizacion hasta dejar la matriz extracelular libre (imagen central) y
posteriormente se vuelve a celularizar, como se puede ver en las tltimas dos
imagenes, a pesar de que se obtiene una estructura similar, la densidad de
esta es mucho menor por lo que se ve traslucida.

A pesar de que esta es una de las técnicas mas prometedores, atin se enfrenta
a numerosos obstdculos, entre ellos que al eliminar las células si se usa de-
masiado detergente es probable que se dafie la matriz extracelular, por otro
lado si no se usa el suficiente es posible que queden restos de antigenos
que generen una respuesta inmune adversa. Por otra parte, en el proceso
de recelularizacién se tienen problemas durante la adhesion de células, y al
ir creciendo estructuras mds complejas, estas se vuelven trombogénicas, y
se desencadenan procesos de inflamacién crénica, lo cual produce el rapido
deterioro del 6rgano. En general, las estructuras que se obtienen no con-
servan completamente la estructura original y atin no se logra replicar la
funcionalidad del 6rgano para que sea adecuado para el trasplante [16].

1.3 Nuevas soluciones propuestas

Partiendo de la técnica de descelularizacion-rescelularizacién, se han prop-
uesto dos métodos que podrian disminuir los problemas asociados a esta y
que podrian utilizarse
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Figura 1.7:
Diferentes pasos durante el proceso de descelularizacién y recelularizacion.
(Matthessen 2008)

1.3.1 Reemplazo gradual celular

La propuesta en este método es no realizar la descelularizacién del 6rgano
de forma completa, si no realizarla de forma gradual a la par que se van
sembrando las nuevas células, lo que se espera, es que el 6rgano conserve
su vascularizacion, estructura y funcién a lo largo de todo el proceso. Los
pasos que se proponen para este método son los siguientes:

o Extraer el 6rgano de un donador, el cual puede ser un paciente con dafio
cerebral o podria ser a partir de un cerdo. Al extirparse se le debe dar
el mismo tratamiento como si fuera a trasplantarse de inmediato para
mantener su integridad y funcionalidad.

El 6rgano debe mantenerse en un biorreactor que le de las condiciones
adecuadas para mantener funcional el érgano a lo largo del proceso.

e Se comienzan a remover las células del donador de forma gradual, esto
se puede hacer por medios enziméticos, con detergentes suaves o por
medio de agentes apoptéticos.

Conforme se van removiendo las células originales del 6rgano, se le van
sembrando nuevas células del paciente receptor ya sea por inyeccién
o perfusién. Siempre manteniendo un equilibrio adecuado entre elim-
inacién y sembrado de forma que el érgano se mantenga integro.

Durante el proceso se podrian agregar macréfagos al sistema circulato-
rio del 6rgano con el objetivo de modular la respuesta inflamatoria y
eliminar los residuos celulares que pudieran quedar.

El intercambio celular se sigue realizando hasta que todas las células origi-
nales sean eliminadas y solo queden células del paciente receptor. Este
6rgano dentro del biorreactor eventualmente ira sustituyendo su ma-
triz extracelular de forma que no queden residuos antigénicos. Al

8



1.4. Propuesta de biorreactor

final se espera obtener un 6rgano funcional que sea compatible con el
receptor.

1.3.2 Reparacién de érganos por reemplazo celular

Otro posible método, seria reparar el 6rgano dafiado de un paciente reem-
plazando la parte del tejido dafiado con nuevas células para que logre reco-
brar su funcionalidad, los pasos para este proceso serian los siguientes:

e El 6rgano disfuncional del paciente se remueve y se sustituye por un sis-
tema artificial temporal para mantener con vida al paciente.

El 6rgano se conecta en un biorreactor que brinde las condiciones ade-
cuadas para conservar su integridad.

Se extraen células madre del paciente y se diferencian a las lineas celulares
adecuadas que se requieran para reemplazar las porciones dafiadas del
organo.

A través de perfusién o por inyecciones en las zonas especificamente
dafiadas, se van sembrando las nuevas células hasta que el 6rgano
recupere su funcionalidad total o parcial.

El 6rgano regenerado con las propias células del paciente se trasplanta
de nuevo. Al final se espera tener un érgano con la funcionalidad
suficiente para mantener con vida al paciente, evitando todas las com-
plicaciones por compatibilidad.

1.4 Propuesta de biorreactor

Como se puede observar en ambas propuestas para la produccién de 6rganos
es necesario mantener la funcionalidad y estructura de estos, para lograrlo
es necesario conectarlos a un biorreactor que brinde el soporte vital nece-
sario.

En el presente trabajo se expone el proceso de disefio, desarrollo e imple-
mentacion de un biorreactor que tenga las funciones adecuadas para poder
realizar los procesos expuestos en las secciones anteriores. Es decir brindar
soporte vital al 6rgano a fin de mantenerlo vivo el tiempo suficiente para
realizar el reemplazo o reparacién celular. Para este proyecto como una
primera aproximacion se eligié enfocar el biorreactor para su uso en tejido
cardiaco, ya que el corazén es uno de los 6érganos més estudiados para el
proceso de descelularizaciéon, ademads que no presenta microestructuras com-
plejas como en el caso de los pulmones o rifiones y ademéds es relativamente
sencillo medir su funcionalidad por sensores eléctricos, mecanicos y de flujo.

Dentro del alcance de este proyecto se implemento un biorreactor que provee
los requerimientos minimos para mantener un érganos estable:



1.4. Propuesta de biorreactor

e Circulacién de fluidos y nutrientes. Se obtuvo un sistema de control de
flujo por medios peristélticos a fin de mantener constantemente la cir-
culacién a través del sistema vascular y poder mantener nutridas a las
células.

e Oxigenacion y control de gases. Se espera brindar una atmdsfera ade-
cuada de oxigeno y CO2 en al aire que circule en el biorreactor, ademas
de inyectar oxigeno a la solucién que nutre al 6rgano.

e Temperatura y humedad. Se genero un sistema para el control de tem-
peratura tanto de la solucién que circula como del ambiente del bior-
reactor, ademds que se monitorea el ambiente constantemente para
mantener la humedad y el érgano hidratado.

A lo largo de los siguientes capitulos se expone el proceso para la creacion
de este biorreactor, desde la revision de sistemas similares, la planeacién de
la metodologia para medir los pardmetros iniciales del biorreactor, el disefio
de los diferentes sistemas que lo componen, la implementacién de dichos
sistemas y finalmente la pruebas pertinentes para medir la funcionalidad
del biorreactor.
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Capitulo 2

Planteamiento del problema y
pregunta de investigacion

2.1 Planteamiento del problema

Como se mostro en la introduccion, existe en el mundo una gran escasez de
6rganos para los paciente que se encuentran en lista de espera de trasplantes,
un nimero importante de estds personas fallecen a falta de un donador.

Ante esta perspectiva se han explorado diferentes métodos para lograr pro-
ducir 6rganos artificiales nuevos o reparar el érgano o los tejidos existentes.
Estos métodos requieren brindar al tejido u érgano condiciones 6ptimas
para mantenerlos vivos durante el proceso de regeneracion.

Para brindar las condiciones éptimas a los tejidos, es necesario generar bior-
reactores especializados para tejido que permitan aportar los nutrientes nece-
sarios, la temperatura adecuada y un flujo de gases que distribuya el oxigeno
al 6rgano, la construccién de estos sistemas de ser flexible para permitir
agregar nuevos elementos para mejorar las condiciones o los métodos de
medicién. Es por esto que en el presente trabajo se explora la construccién
de un prototipo de biorreactor que brinde las condiciones bésicas para man-
tener el tejido en buenas condiciones, y ademds tenga un disefio modular
para agregar nuevos médulos conforme sea necesario.

2.2 Pregunta de investigacion

¢Es posible construir un biorreactor modular con el control de las condi-
ciones, adecuadas, para el cultivo de 6rganos el tiempo necesario?

11



Capitulo 3

Justificacion, Hipotesis y Objetivos

3.1 Justificacion

Para realizar experimentos e investigacion en el campo de ingenieria de
tejidos, especificamente para los procesos de descelularizaciéon y recelular-
izacién de tejidos y 6rganos, es necesario contar con un biorreactor que
brinde las condiciones ambientales y de nutrientes adecuadas para realizar
el proceso.

Del presente trabajo se espera obtener un prototipo funcional de un biorre-
actor, que contenga un sistema de circulacién de fluidos adecuado para el
flujo de solucién con nutrientes o soluciones para el proceso de descelular-
izacién, ademds de un sistema para controlar el flujo de gases, la temper-
atura y humedad el interior del sistema. Para generar este dispositivo se
espera obtener un sistema de control electrénico e informatico, este debe ser
expandible para poder agregar nuevos médulos, de forma que conforme se
avance en la investigacién se puedan agregar nuevos sensores o actuadores
que permitan hacer las pruebas pertinentes en cada fase.

Al construir el dispositivo se obtendré un biorreactor para poder realizar pro-
cesos simples de decelularizacién y recelularizacion, pero principalmente se
espera generar una plataforma novedosa de desarrollo, es decir un mod-
elo base de comunicacién y control electrénico para este tipo de disposi-
tivos, que ademds habilite la expansién del sistema a través de moédulos
adicionales, sin necesidad de redisefiar o hacer modificaciones importantes
al sistema actual, esto es importante ya que al ser la regeneracién de tejidos
investigacion de frontera, sera necesario contar con equipos adaptables y
flexible que permitan afrontar los posibles problemas técnicos en el proceso
de incubacién.

12



3.2. Hipotesis

3.2 Hipoétesis

Es posible construir un biorreactor que ofrezca las condiciones necesarias
para mantener un érgano viable el tiempo necesario para realizar el proceso
de reemplazo celular en una porcién de tejido cardiaco.

3.3 Objetivo general

Disefiar y construir un biorreactor, y mostrar que tiene la capacidad para
controlar las condiciones ambientales necesarias para el cultivo de tejido
cardiaco.

3.4 Objetivos especificos

e Disefio general del sistema

e Disefio e implementacion del sistema de control electrénico

e Disefio e implementacién del sistema de flujo

e Disefio e implementacién estructura de soporte

e Disefio e implementacion del sistema de control ambiental

e Disefio e implementacién del sistema de control de gases y oxigeno

e Pruebas de control con perturbaciones

13



Capitulo 4

Metodologia

El proceso a seguir para la construccion e implementacién del biorreactor
se ilustra en la imagen 4.1, los detalles sobre cada etapa se describen a
continuacion:

4.1 Revision

e Revision del estado del arte: Realizar busqueda entre los diferentes mod-
elos de biorreactores y sistemas de transporte de 6rganos.

e Compilacién Caracteristicas: Realizar una compilacion de las posibles car-
acteristicas y funciones que puede tener el biorreactor, para determinar
cuales se integraran.

4.2 Diseno

e Disefo general: Determinar las caracteristicas y funciones que tendra el
biorreactor y realizar un esquema general de componentes.

e Disefio del sistema de control electrénico: Determinacién de herramien-
tas informaticas y plataformas de desarrollo a utilizar para implemen-
tar el control de los componentes electrénicos.

o Seleccién de componentes: Elegir los componentes especificos que se uti-
lizardn para las partes electrénicas y mecénicas.

e Disefio de estructura de componentes electrénicos: Estructura sobre la que
se montan los componentes electrénicos y se realiza las interconex-
iones.

14



4.3. Implementaciéon

e Disefio de estructura de biorreactor: Estructura donde se montardn los
sensores y actuadores, y los recipientes que contendrén el tejido car-
diaco.

e Diseiqio del sistema de control: Disefio del sistema de control del biorre-
actor.

e Diseqio de interfase: Disefio de la interfase de control informaético con el
biorreactor.

4.3 Implementacion

e Caracterizacién de sensores: Hacer la implementacién bésica y posterior
caracterizacion de los sensores que se integran en el sistema.

e Caracterizacién de actuadores: Hacer la implementacién bésica y poste-
rior caracterizacion de los actuadores que se integran en el sistema.

e Programacion sistema de control: Implementacién del sistema de control
y comunicacion electrénico.

e Programacién interfase: Programar el sistema de interfase e interconec-
tarlo con el sistema de control.

e Validacién de control electrénico: Realizas pruebas de comunicaciéon y
control entre el sistema informético y los elementos electrénicos.

e Impresién de piezas y montaje del sistema: Imprimir las diferentes piezas
que componen la estructura, ensamblar y montar los componentes en
los diferentes médulos.

o Interconexiéon de componentes: Realizar la conexién final de todos los
componentes en su conjunto e implementar el control de sistema sobre
los componentes.

4.4 Pruebas

e Pruebas de control del sistema estdtico: Realizar las pruebas del biorre-
actor bajo variables estdticas para la mediciéon de: flujo de solucién
en el sistema, concentracién de CO2 y temperatura ambiental y en los
recipientes.

e Pruebas de control del sistema bajo perturbaciones: Realizar pruebas de
las diferentes variable, en los sistemas de control bajo la aplicacién de
perturbaciones.
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4.4. Pruebas
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Figura 4.1:
Esquema general de la metodologia a seguir para la construccién e
implementacién de un biorreactor. [17]
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Capitulo 5

Revision de biorreactores

Desde que se comenz6 a usar las técnicas de decelularizacién y recelular-
izacién de 6rganos se han creado sistemas que puedan servir como soporte
para realizar la perfusién durante la remocién de células y posteriormente
dar soporte vital al nuevo tejido que crece. A continuacién se muestra una
revision de algunos de estos sistemas desarrollados tanto para tejidos como
para 6rganos completos.

5.1 Biorreactores para tejido

Los primeros biorreactores que se desarrollaron son para manejar porciones
de tejido, para mantenerlas vivas y crecer tejido, principalmente sobre an-
damios poliméricos y matriz extracelular.

Por ejemplo se ha desarrollado [18] un biorreactor para la generacién de
tejido tridimensional. Para este se diseccionaron venas y arterias que sirvieron
como base para el crecimiento de vasos sanguineos, estos se recubrieron con
células endoteliales y se demostré que manteniendo el sistema con perfusién
constante se adhieren bien las células ademds que se formaban nuevos vasos

En la siguiente figura 5.1 se puede ver la estructura del sistema que uti-
lizaron , este consiste en un sistema de flujo a través de una bomba peristéltica
y un reservorio de medio el cual estd conectado a un sistema de mezcla de

gases que ayudan a mantener el pH del sistema. El tejido se encuentra en

una camara y se conecta al sistema de perfusion a través de la arteria con

salida en la vena.

También se ha desarrollado un sistema especifico para tejido cardiaco [19],
este fue disefiado para mimetizar los estimulos eléctricos y mecénicos nat-
urales del corazén, se prob6 con un andamio en base a un elastémero de
poliglicerol que fue cultivado con células neonatales de rata.En sus resulta-
dos encontraron que la aplicacion de estimulos, en conjunto con la perfusién
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5.1. Biorreactores para tejido

Data acquisition system Cell sheets

Vascular bed

CO, gas source
Process controller

pH transmitter
Tissue culture chamber

Mixture gas

Media reservoir Waste fluid

Figura 5.1:
Esquema de biorreactor para tejido vascular. [18]

continua se obtiene un tejido con mayor densidad celular comparado con los
andamios a los que solo se les aplico perfusion.

Otro ejemplo es un un biorreactor enfocado al cultivo de vélvulas cardiacas
[20], en particular su disefio se enfoca en manejar las condiciones de flujo
necesarias para replicar los parametros mecénicos a las que una vélvula
funciona bajo condiciones fisiolégicas. Ademds de la bomba peristaltica, se
agreg6 un actuador lineal que genera un estimulo mecanico sobre el tejido.
El reactor fue probado con una vélvula construida en base a un biopolimero
y sembrada con células madre derivadas de médula espinal. Como resul-
tado encontraron que las variaciones de frecuencia en el flujo estaba rela-
cionada con la cantidad de coldgeno que generaban las células sobre la ma-
triz polimérica.

Otro biorreactor similar se construyo para la produccién de parches cardia-
cos [21], similar al anterior, usa células madre de rata cultivadas sobre un
elastémero, el sistema tiene flujo por perfusién y se aplica un estimulo por
medio de un actuador lineal durante el proceso, particularmente en este
modelo, encontraron que la estimulacién mecanica contribuia con la diferen-
ciacién de las células a cardiomiocitos.

Uno de los principales problemas a resolver, es el transporte de tejido al
sitio de implantacion sin que se degrade. Se ha desarrollado un biorreactor
portétil para tejido cardiaco [22], este funciona con una micro bomba de per-
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5.2. Biorreactores para 6rganos completos

fusiéon basada en actuadores piezoeléctricos que proporciona los nutrientes
necesarios con una solucién oxigenada, ademads de esto utiliza micro electro-
dos de carbono con los cuales puede generar estimulos eléctricos sobre el
tejido.

Otra variacién de un biorreactor es agregando un sistema de perfusién
pulsétil. La idea sobre este tipo de sistema, es imitar el tipo de flujo que
se produce con los latidos del corazén. De este tipo se ha construido un
sistema que utiliza un actuador solenoide sobre la manguera de flujo para
generar pulsos [23], este se prob6 cultivando tejido con cardiomiocitos, las
células cultivadas bajo flujo pulsétil mostraron una mayor elongacién com-
paradas con las células sometidas de flujo constantes.

Otro posible disefio es el de vasija rotatoria, como se ve en la imagen 5.2
(A), consiste en un contenedor cilindrico colocado de forma horizontal que
va unido a un sistema de rotacién, el movimiento provoca que las células se
distribuyan de forma mas uniforme a lo largo de todo el andamio, el cual
estd colocado sobre una barra cilindrica en el centro.

Finalmente, se encuentra una novedosa variacion del disefo rotatorio us-
ando un contenedor esférico a través de 3 actuadores rotatorios [24] figura
5.2(B), este se utilizo para el cultivo y crecimiento de vélvulas cardiacas
sembradas con miofibroblastos, y se observo que tenian adherencia sobre
diversas capas sobre el andamio principal de forma muy uniforme.

5.2 Biorreactores para 6rganos completos

El cultivo de vélvulas y otros tejidos aislados, se ha probado incluso en fases
clinicas, sin embargo las partes de 6rgano u 6rganos mas complejos aun no
se han explorado a profundidad.

Tal vez el principal reto que se presenta al pasar de tejidos a 6rganos com-
pletos, es lograr alimentar el sistema vascular completo para hacer llegar
nutrientes a todas las capas celulares. Se han comenzado a construir bior-
reactores diseflados para alimentar érganos altamente vascularizados [25],
principalmente se han enfocado en generar sistemas de perfusién con un
control de flujo para poder manejar el proceso de descelularizacién y el pro-
ceso de recelularizacién con el mismo equipo.

Uno de los laboratorios més avanzados en el desarrollo de la técnica de de-
scelularizacion es el equipo de Ott de Harvard, en esta institucion se han
realizado pruebas con corazones humanos haciendo el proceso de descelu-
larizacién y recelularizacién. Con sus métodos, han obtenido, un tejido
grueso y parcialmente vascularizado, con contracciones visibles, el sistema
para el octavo dia del experimento lograba producir funciones de bomba
con la ayuda de estimulacion eléctrica [26]. Aunque no se reportan los de-
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5.2. Biorreactores para érganos completos

A)

B)

Figura 5.2:

Esquema de biorreactor rotatorio, en este sistema las células se van
agregando hacia el centro. [24]

talles especificos del funcionamiento de su reactor, se menciona que tienen
sistemas de perfusién por bombas peristalticas, sistemas de control de tem-
peratura y gases, ademds de sistemas para estimulacion eléctrica.

Los detalles de un biorreactor desarrollado por el laboratorio Hulsmann fue
publicado, este fue disefiado para dar soporte a 6érganos completos, como
corazén [27]. En este disefio se tiene una perfusién continua controlada, y
un sistema para estimulacién mecénica de los ventriculos por medio de un
globo de polimero unido a una cdnula que genera presion sobre las paredes
del 6rgano, como se puede observar en la figura 5.3 (A), en este disefio
también se incluye un sistema de control de gases.

Un punto recalcar del disefio de Hulsmann es que esta planeado para que el
equipo sea modular, de forma que se puedan agregar distintos médulos en

20



5.3. Sistemas comerciales de transporte
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Figura 5.3:

A) Esquema de globo unido a cdnula que genera presién sobre las paredes
del corazén generando un estiramiento de las mismas. B) Camara de
biorreactor con el corazén conectado a las bombas de perfusién y canula
para estimulo mecénico. [27]

un futuro, por ejemplo para medir sefiales electrofisiolégicas u otro tipo de
estimulos. Utilizaron LabVIEW® como sistema de control de los diversos
modulos.

Otro ejemplo de biorreactor es el desarrollado por el equipo de Uzarski
[28], este fue disefiado para dar soporte vital a higado y rifién, y puede
realizar muestreo de marcadores bioquimicos. Un componente novedoso en
su configuracion es el uso de un transductor de presién que permite medir
con exactitud la presién de flujo. En sus experimentos usaron una matriz
extracelular de rata que poblaron con células xenogénicas humanas, ademas
de que obtuvieron una buena densidad celular, se mostré que fue posible
medir el flujo de biomarcadores de forma no invasiva usando una cdmara
de muestreo.

5.3 Sistemas comerciales de transporte

Ademads de los sistemas para cultivo de tejido, descelularizacion y recelular-
izacién de 6rganos, otro tipo de sistemas que cumple con objetivos similares
de dar las condiciones adecuadas para érganos, son los sistemas de cuidado
de 6rganos, estos estan disefiados principalmente para realizar el transporte
de 6rganos de donadores hacia los hospitales donde se le implantara al re-
ceptor, su principal propédsito es aumentar el tiempo que puede permanecer
fuera del cuerpo y evitar que se degraden o contaminen durante el proceso,
ademds que dan un tiempo extra a los médicos para evaluar con mayor
cuidado si el érgano es adecuado para su uso.

La empresa Organ Recovery Systems (ORS), ha desarrollado dos contene-
dores para estos propoésitos, uno para higado y otro para rifién [17]. Sus
sistema consiste en una cdmara estéril aislada herméticamente, la cual per-
funde el 6rgano con una solucién fria de nutrientes para mantener maés
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5.3. Sistemas comerciales de transporte

A B

Controllable
step pump

Figura 5.4:

Esquema de biorreactor para higado y rifién. a) Sistema de perfusion pro
una bomba con motor de pasos, b) Transductor de presion del flujo, c)
Sistema de adquisicién de datos del sensor, e)Reservorio hermético de

cristal, €) Modulo de acondicionamiento de sefial . [28]

tiempo viable el 6rgano. De acuerdo a sus investigaciones [29], se encontr6
que ademads de mantener el 6rgano en estado de hipotermia como se hace
usualmente, al agregar un sistema de perfusion, la vida de estos se extiende
evitando el deterioro del tejido, ademds en un seguimiento a los pacientes
trasplantados se encontré una ligera mejoria de 1.08% en el indice de super-
vivencia de tejido [30].

En laimagen 5.5, se puede observar los transportadores para rifién e higado
respectivamente, estos tienen un tamafio compacto y pueden funcionar con
baterias, ademas incluyen un panel de datos donde se puede observar al-
gunos pardmetros de control del sistema como temperatura, tasa de flujo y
presion vascular.

Otra empresa que ha disefiado este tipo de sistemas es Transmedic [31],
en su caso tienen un sistema comercial para transportar corazones y uno
para pulmones. En general sus sistema contiene un control de temperatura,
y al mismo tiempo tienen un sistema de perfusién que inyecta constante-
mente una solucién tibia oxigenada y rica en nutrientes, todo el sistema esta
montado sobre un carrito portatil que incluye baterias y puede mantener un
tiempo de autonomia hasta de 48 horas, el conjunto también incluye una
pantalla que despliega los signos vitales y ayuda a monitorear los diversos
parametros que pueden afectar al 6rgano. Ademads de los dos sistemas que
ya comercializan, en sus sitio web mencionan que se encuentran en fase
clinica para un sistema de transporte de rifién. Cabe destacar que a difer-
encia del sistema que propone ORS, los sistemas de Transmedic trabajan en
estado normotérmico.
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5.4. Compilacién de caracteristicas

B)

: ki
Figura 5.5:

A) Sistema de transporte para rifién B) sistema de transporte para higado.
[17]

Previo a la comercializacion, Transmedic realizo diversos estudios clinicos
[32] [33], por ejemplo se reporta un caso donde el corazén se mantuvo viable
durante 10 horas en contraste con las 3-4 horas que puede permanecer en
hielo, ademads se trasplanto exitosamente [34]. Por otro lado se realiz6
un estudio donde se demostré que el uso de estos sistemas aumenté el
namero de érganos que podian ser usados después de la extirpacion del
donador [35].

En la figura 5.6, se puede observar el sistema de transporte para corazén
(A) y el sistema apara pulmoén (B), en ambos casos los 6rganos viajan dentro
de una bolsa estéril que ayuda a mantener constantes las condiciones de
humedad y temperatura, ademds es posible adaptar monitores de signos
vitales para asegurar el estado de los érganos.

5.4 Compilacidon de caracteristicas

Tomando en cuenta la revisién anterior, las caracteristicas que se han en-
contrado en general en los biorreactores y sistemas de transporte son las
siguientes:

e Flujo: Todos los sistemas tienen un elemento de control de flujo en base a
bombas peristalticas.

e Temperatura: Casi todos los sistemas tienen un sistema de control de tem-
peratura, este puede ser normotérmico o hipotérmico.

e Sistema de muestreo: solo en pocos casos se tiene un sistema de muestreo
para monitorear los analitos de las soluciones.

e Portabilidad: Algunos mostraron casos de portabilidad donde se puede
mover el 6érgano o tejido para mantenerlo en condiciones hasta el mo-
mento de ser trasplantado.
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5.4. Compilacién de caracteristicas

Figura 5.6:
Sistemas de transporte de 6rganos Transmedic. A) Sistema de transporte
para corazon B) sistema de transporte para pulmones. [17]

e Sistema de flujo pulsdtil: Algunos modelos proponen un sistema pulsatil,
sobre todo en corazén y vasos para mimetizar las condiciones de flujo
bioldgicas.

e Estimulacién eléctrica: Algunos incluyeron electrodos de carbono para
poder realizar estimulacién eléctrica en tejido cardiaco.

e Estimulacién mecdnica: Se utilizaron actuadores lineales y globos para
dar un estimula mecanico a vasos, ventriculos y valvulas cardiacas.

¢ Rotacién: Se proponen sistemas de rotacién para mantener una distribuciéon
celular homogénea, principalmente al cultivar tejido.

e Control de humedad: Se utiliza para mantener el érgano bien hidratado
y evitar que se deseque.

e Medicién de presién: Se utiliza un transductor de presién sobre el flujo,
o un sistema para medir la presién sobre los vasos.

e Modular: En un caso se propone un sistema de control modular el cual
puede expandirse para agregar nuevow sensores o actuadores.

e Sistema de control de gases: Se monitorea y se inyectan las proporciones
adecuadas e CO2 y oxigeno.

e Monitor de pH: En un sistema se integro un electrodo para monitorear el
pH de la solucién de perfusion.
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Capitulo 6

Diseno del biorreactor

6.1 Diseno basico

En base a las revisiones hechas para el prototipo del presente trabajo se
decidi6 disefiar el biorreactor a una escala pequefia enfocado a trabajar con
6rganos o tejido cardiaco de conejo, la idea es, a corto plazo, realizar pruebas
en un inicio sobre el ventriculo izquierdo de un corazén y eventualmente
sobre el 6rgano completo. Se eligieron las siguientes caracteristicas para
una primera versién del biorreactor:

e Sistema de gases: Sistema para inyectar CO2 y Oxigeno a la solucién.
e Control de temperatura: Sistema de control de temperatura normotérmico.

e Control de flujo: Sistema para el control de la circulacién de solucién de
alimentacién en el érgano.

e Monitoreo de humedad: Sensor para revisar la humedad al interior del
biorreactor.

e Disefio modular: Arquitectura que permite quitar o agregar médulos.

Enlaimagen 6.1, se puede observar un esquema general del funcionamiento
del biorreactor.

El sistema se compone de un reservorio de control en el cual se puede inter-
cambiar solucién de alimentacién fresca y se espera en un futuro se pueda
realizar manualmente el monitoreo de pH y algunos analitos. El reservorio
tiene un control de temperatura normotérmico y se puede medir el nivel de
llenado por un sensor de masa, ademads contiene un sistema para inyeccién
de aire y CO2, y sensores para medir la concentraciéon de CO2.

El contenedor de reservorio esta conectado a dos bombas peristalticas, las
cuales sirven para poder vaciar y rellenar la solucién de alimentacion, esto
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Figura 6.1:
Esquema baésicos general del biorreactor

evita que haya que destaparlo, lo que ayuda a mantener la humedad, tem-
peratura y el ambiente estéril al interior.

Por otra parte hay una cdmara térmica que contendrd el tejido u érgano
en su interior, esta se compone de un contenedor externo relleno de agua
que servird como aislante térmico y a su vez ayudard a mantener elevada la
humedad dentro dentro de la cdmara, al interior del contenedor externo se
encuentra un contenedor interno donde estard el 6rgano, este se llenara con
PBS 1X (bufer de fosfato salino) para mantener la humectacion.

Entre el reservorio y la cdmara del 6rgano, se encuentra un sistema de con-
trol de flujo basado en una bomba peristaltica, esta sirve para hacer recir-
cular la solucién desde el reservorio de control hacia la vena magna y una
salida por la coronaria izquierda del ventriculo.

6.2 Seleccion de componentes

La figura 6.2, muestra el detalle de los componentes elegidos para el bior-
reactor y como se realizara el esquema de conexiones entre los diferentes
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componentes.

6.2.1 Control y comunicacion

Como plataforma principal de control y comunicacién de los componentes
electrénicos se eligi6 el sistema de arduino ,el cual es una plataforma de de-
sarrollo basado en microcontroladores ATMega que sirven para realizar el
control digital,se eligi6 esta plataforma por que es asequible, estd disponible
en practicamente todo el mundo, es de cédigo abierto y tiene una comu-
nidad de soporte muy grande, por lo que hay una cantidad inmensa de
librerias de interconexién en précticamente cualquier lenguaje.

Los arduinos son controlados a través de una computadora, y se conectan
a través de un HUB USB, cada arduino controla un conjunto de sensores o
actuadores a la vez; este esquema permite agregar nuevo médulos hasta un
total de 127 arduinos.

6.2.2 Alimentacion eléctrica

Todo el sistema estd alimentado por una fuente de poder que se alimenta
de 120V y da como salida una tensién de 24V, y hasta 15A de corriente,
en general todo el sistema funciona a partir de 3 voltajes, 24V, 12V y 5V,
para brindar el voltaje necesario a cada uno de los componentes se eligi6
utilizar el regulador en circuito integrado CN6009 ajustado a los respectivos
voltajes necesarios. Todos los componentes se eligieron en base a este voltaje
para que el biorreactor tenga la capacidad de funcionar opcionalmente con
baterias, lo cual permitird, eventualmente, hacerlo portatil.

6.2.3 Temperatura

Para medir la temperatura de las diferentes soluciones se eligi6 el sensor
DS18B20, el cual es un termistor con un circuito integrado que transduce y
acondiciona la sefial de temperatura con una salida digital. La temperatura
y humedad ambiental dentro de la cdmara del érgano, se registraron con el
sensor digital DHT22. Adicionalmente se eligié un tercer sensor infrarrojo
de temperatura el cual puede realizar las mediciones sin entrar en contacto
directo con el objeto, en este caso se utilizaria para medir directamente la
temperatura del ventriculo.

Para brindar una temperatura de aproximadamente 37°C, se usaron resisten-
cias cerdmicas que funcionan a 12V, estas pueden ser reguladas a través del
circuito L298N el cual es un driver para control de voltaje DC que se puede
conectar a alguna de las salidas analogas del arduino. Se usaron 2 resisten-
cias para la cdmara principal y una para la cdmara del reservorio de control.
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6.2.4 Control de flujo

El control de flujo se realizara en base a 3 bombas peristalticas, se eligieron 3
bombas DC con una capacidad de bombeo de aproximadamente 200 ml/min,
estds pueden ser controladas por el driver L298N que se conecta a una
salida analdgica del arduino. Para las pruebas iniciales se planea utilizar
mangueras de silicon de grado alimenticio, aunque las bombas soportan de
igual forma manguera BPT Pharmed, un elastémero biocompatible de grado
clinico.

Para el sistema de flujo entre el reservorio y el érgano, se utilizo una bomba
de doble cabeza a 12V, esta permite tener un mejor control del flujo y puede
programarse para cambiar el ritmo de flujo, o hacerlo de forma pulsada.
Para la bomba de relleno y desecho se usaron bombas peristalticas simples
de 12V.

En el sistema de resistencias para temperatura y el de potencia de las bom-
bas, se requiri6é un sistema de disipaciéon con dos ventiladores de 12V para
evitar sobrecalentamiento por el alto de consumo de energia de estos ele-
mentos.

6.2.5 Control de gases

El sistema de control de gases consiste en un sensor de CO2 modelo KG033
con un rango de 0 a 100,000 ppm, este tiene embebido un sensor de tem-
peratura y humedad para realizar una compensacién interna, este sensor se
planea implementar para mantener la concentracién de CO2 a aproximada-
mente un 5%.

Para el suministro de gases se tiene una bomba de aire con un filtro para
particulas, ademds se maneja un tanque de CO2 de 9kg, en ambos casos
el flujo de salida es controlado a través de vélvulas solenoides de 12V que
pueden ser controladas con la salida digital de los arduino.

6.3 Diseno de mddulos

Como se menciond anteriormente, se le ha dado una gran importancia para
hacer que el biorreactor sea un sistema modular, donde se puedan agregar y
quitar médulos, de forma que en un futuro pueda adaptarse ante cualquier
elemento que sea necesario incluir.

Dentro del biorreactor consideraremos como médulo a cada arduino con el
conjunto de sensores o actuadores, en la figura 6.3, se muestra el esquema
un moédulo general. Cada médulo estard contenido en su propia caja, la caja
por la parte posterior tiene una conexién USB para conectar el arduino hacia
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Figura 6.3:
Esquema de componentes que incluye cada médulo.

el concentrador USB que va a la computadora, ademads tiene una entrada de
voltaje para para alimentar los elementos internos que sean necesarios.

En la parte interior tenemos al arduino, y se tiene espacio para colocar hasta
dos reguladores de voltaje, lo que permite suministrar hasta 3 voltajes difer-
entes a los diferentes componentes, la mitad de la derecha es un espacio que
esta reservado para colocar otros componentes adicionales, como pueden
ser drivers para sensores y actuadores, o sistemas de acondicionamiento
y /o transduccién de sefiales.

En los costados de la caja, a la altura de los componentes se incluyen ranuras
para disipacién, sobre las que se puede montar un ventilador para poder
evitar el sobrecalentamiento en el interior.En la parte frontal de las cajas se
incluyen ranuras para conectar las salidas hacia actuadores y las entradas
de sensores, la idea es que los sensores y actuadores que van conectados en
la recamara del 6rgano y el reservorio se pueden desmontar de forma que
el sistema sea facil de transportar o almacenar cuando no esta en uso.

Se han considerado los siguientes 6 médulos para contener los componentes
elegidos en la seccién anterior:

e Médulo de bombas: Como componentes incluye 3 driver L298N, un ven-
tilador para disipacién y una fuente de voltaje para poder suministrar
12V a las bombas.

e Médulo de resistencias: Este contiene 3 drivers L298N que alimenta a las
3 resistencias necesarias para controlar la temperatura, ademas incluye
un ventilador que disipa el calor y un regulador ajustado a 12V.
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6.4. Disefio de estructura

e Médulo de sensores de temperatura en liquido: Este incluye las entradas
para los 3 sensores DS18B20 que se requieren para medir la temper-
atura en el liquido del contenedor del érgano y del reservorio de con-
trol.

e Médulo de temperatura y humedad: Incluye entrada para el sensor DHT22
que monitorea la temperatura y humedad ambiental dentro del con-
tenedor del 6rgano. También se incluye el sensor IR para monitorear
la temperatura del érgano.

e Médulo sensor CO2: Este incluye la entrada para el sensor de CO2 y una
regulador de voltaje ajustado a 12V.

e Médulo para interruptores de de gases: Contiene 2 relevadores para con-
trolar las valvulas solenoides para abrir el paso de gas CO2 y de aire.

6.4 Diseno de estructura

6.4.1 Contenedores biorreactor

La figura 6.4, muestra un esquema de los contenedores del biorreactor para
el 6rgano y para el reservorio de control. Ambos consisten en un contenedor
de vidrio cerrado herméticamente, a su vez dentro de este contenedor se en-
cuentra uno segundo, més pequefio, donde se coloca el 6rgano y la solucién
de alimentacién. Los contenedores més pequefios estdn cubiertos de agua
hasta una altura aproximada del 40% y dentro del agua se encuentran dos
resistencias cerdmicas de calentamiento y dos sensores de temperatura.

Para el caso del contenedor del érgano al interior se encuentra el sensor de
temperatura y humedad DHT22 suspendido dentro del contenedor mayor.
Al interior del contenedor menor se encuentra el 6rgano cubierto en solucién
de PBS 1X, suspendido ,sobre este, se encuentra el sensor infrarrojo de tem-
peratura, este se colocard suspendido a una distancia de 4 cm del 6rgano sin
entrar contacto directo.

En el contenedor del reservorio, se encuentra el sensor de CO2 K33, sus-
pendido sobre el contenedor grande, el frasco mas pequefio contiene la
solucién de alimentacién, sobre este se conectan la bomba de aire y la linea
de flujo de CO2, estas se sumergen en el contenedor liquido de forma que no
llegue el gas directamente al contenedor y se encuentre con una distribucién
mas uniforme.

6.4.2 Caja de componentes electrénicos

Con el propésito de obtener cajas compactas, que se adaptaran a la me-
dida de los componentes que se eligieron, se llevo a cabo el disefio una caja
para contener cada conjunto de componentes que forman los médulos, en
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Figura 6.4:
Diagrama de contenedores para el 6érgano y reservorio de control.

la figura 6.5, se puede ver el esquema. Estas miden 35mm de alto x 120mm
de ancho y 160mm de largo.

En la parte posterior se presentan dos ranuras, una sirve para la salida de
la conexién USB del arduino y la segunda para la entrada de voltaje de 24V
que sirve principalmente para alimentar los reguladores de cada médulo.
Al frente de la caja se observa 3 ranuras donde salen los cables para realizar
la conexién con los componentes externos como sensores y actuadores. Por
la parte lateral se tienen dos espacios que sirven para montar un ventilador
y generar un ttnel de aire que disipa el calor de los componentes que més
energia utilizan.

En las parte frontal y posterior de la caja se incluye un diente de sujecién con
las medidas adecuadas para fijarse en la ranura de la caja de arriba, es decir
las cajas de los componentes son apilables, por lo que se pueden almacenar
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Figura 6.5:
Diagrama de la caja para almacenamiento de médulos electrénicos.

y transportar de forma mas sencilla.

6.5 Diseno de control electrdnico

El sistema de control electrénico es el encargado de realizar la interfase entre
el sistema de control en la computadora y los componentes que se encuen-
tran en el biorreactor como son sensores y actuadores. El desarrollo de este
sistema se realizé en Node]S [36], se eligi6 este entorno debido a que es
uno de los entornos con menos barreras de entrada para aprender, tienen
un buen soporte de la comunidad y principalmente por que tiene una pro-
gramacién nativa asincrona que es ideal para programar los componentes
basados en eventos.

Por otro lado para la interfase con los componentes electrénicos se eligio la
plataforma Arduino [37], esta es entorno de control de microcontroladores
mas extendido en el mundo, es de c6digo abierto y tiene un precio asequible,
por otra parte cuenta con las caracteristicas técnicas adecuadas para poder
manejar todos los sensores y actuadores de forma adecuada y con poco o
ningtn acondicionamiento extra.

Dentro de Node]S se implemento una libreria para el control de comuni-
cacién entre Computadora-Arduino-Componentes, este sistema se nombro
ReBot, y tiene las siguientes caracteristicas:

e Asincrono: Funciona de forma asincrona de forma que si un proceso llega
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a bloquearse o tener un error, los demds pueden continuar y realizar
rutinas de emergencia o reparacion.

e Componentes independientes: Cada componente tiene una programacion
independiente y se ajusta de acuerdo a los estados centrales del sis-
tema, es decir el conjunto se comporta como una maquina de estados.

e Webservice integrado: Se tiene integrado un API REST (interfaz de pro-
gramacién de aplicaciones) por lo que la interaccién con los compo-
nentes se puede realizar a través de cualquier interfaz que maneje este
protocolo a través de internet.

¢ Flujo de datos reactivos: Tiene un flujo de datos reactivo, por lo que los
datos se propagan a través de todos los componentes conforme se van
generando.

6.5.1 Arquitectura ReBot

En la imagen 6.6, se observa un esquema de la arquitectura y funcionamiento
del sistema ReBot. Este consiste en dos partes principales, el sistema de con-
trol de estados programado en NodeJS que se ejecuta dentro de la computa-
dora y el sistema de control de componentes que se encuentra en cada uno
de los arduinos.

En el centro del sistema de control de estados se encuentra un concentrador
de estados, este es el encargado de almacenar, recibir y distribuir el estado
de cada uno de los componentes a todos los elementos del sistema. Toda
la informacién se va almacenando en la base de datos, para esta se eligi6
MongoDB, ya que tiene un driver directo con Node]S y existen varias imple-
mentaciones conjuntas entre el back-end y front-end para la comunicacién
reactiva.

Los cambios en los estados de los componentes provienen de tres fuentes, la
primera es el sistema de control de componentes, que es el médulo donde
se programa el control general del biorreactor y las respuestas que este debe
tener, por ejemplo si el control recibe el dato que la temperatura y esta es
mas baja de lo deseado, el controlador mandara la instruccién para hacer
el cambio e incrementarla. La segunda fuente de cambios son los sensores,
conforme las condiciones ambientales puedan cambiar o haber alteraciones,
la informacién de los datos se actualizara y se mandara al concentrador
central para redistribuirla.

La tercera fuente de cambios son los servicios web a través del API REST,
desde este se pueden dar instrucciones especificas al biorreactor a través
de una interfaz visual o desde algtn otro sistema; por ejemplo al hacer
el biorreactor portable el sistema de control puede requerir que el proce-
samiento se haga por una computadora mds potente, en este caso este con-
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Figura 6.6:

Esquema de funcionamiento del sistema ReBot.

trol se puede hacer a distancia desde un servidor externo y dar las instruc-
ciones adecuadas a través del API. De igual forma si se requiere hacer un
apagado o reinicio de emergencia, este puede realizarse a distancia. Para los
6 modulos que se tienen ahora se requiere una computadora con minimo 4
GB de memoria RAM, 1 procesador de 1.2 GHZ, y un espacio en disco de
16 GB.

La comunicaciéon entre NodeJS y el arduino se realiza por el puerto USB, a
través de comunicacion serial los estados que se generan en la computadora
y a través del API, se propagan en formato JSON, por lo que no hay que
realizar acondicionamiento de datos adicionales y lo que hace que el man-
tenimiento del c6digo sea mas sencillo. Cada vez que se recibe o se envia
un dato este pasa por un acondicionamiento o arreglo para traducirlo ya
sea de la PC al Arduino o viceversa. Cabe destacar que en los dos extremos
se tiene un médulo de comunicaciéon constante, que transmite los datos de
ambos extremos cada determinado tiempo.

Dentro de cada uno de los arduinos existe un sistema para controlar sus
componentes designados ya sea sensores o actuadores, estos se programan
independientemente para cada elemento, por ejemplo existe un control para
bombas, otro para resistencias, etc. Cada controlador funciona de forma
independiente al sistema, y su respuesta solo depende del estado que se le
transmita en cada momento, esto le da mucho mayor rendimiento al sistema,
permite programar y predecir mejor el comportamiento del sistema, ademaés
como funciona de forma auténoma se pueden generar rutinas de emergencia
en caso de que falle la comunicacién con el sistema central.

Como se menciond anteriormente el sistema funciona de forma reactiva, es
decir que cada uno de los estados se va propagando a cada uno de los el-
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ementos del sistema y a su vez se van almacenando dentro de la base de
datos los estados momentaneos a través del tiempo. Otro aspecto relevante
dentro de la comunicacion es que esta se hace de forma constante, en partic-
ular entre cada arduino y la computadora se pueden actualizar los estados
cada 20 ms, es decir se puede leer datos de los sensores o enviar estados a
los actuadores hasta 50 veces por segundo. Una de las principales ventajas
de que los datos se propaguen de esta forma, es que a pesar de que, por
alguna razon, exista perdida de comunicacién o paquetes, estos se vuelven
a enviar al siguiente ciclo, por lo que se genera un sistema muy robusto ante
la perdida de datos.

El estado de los componentes tinicamente depende del dato actual que
recibe y del estado anterior, es decir que mientras los datos no cambien el
componente continua en su mismo estado, y deja seguir pasando los datos
hasta que se reciba un cambio. Por otra parte todo este conjunto de datos se
almacena cada 500 ms en la base de datos, este tiempo de almacenamiento
es configurable.

En la figura 6.7, se observa el esquema de de propagaciéon de datos, todos
los estados de cada uno de los componentes del sistema, se van transmi-
tiendo en un paquete JSON, en este viene el estado actual que tiene el sis-
tema con respecto a una variable y el estado deseado, asi por ejemplo si el
control de resistencias tiene un estado de temperatura de 25 grados, el con-
trol puede actualizar y propagar un nuevo estado que sea la temperatura
deseada, por ejemplo 37 grados, al llegar el nuevo estado al componente,
ejecutara la rutina adecuada en el caso de las resistencias es encenderse a
una potencia maxima para alcanzar la temperatura deseada.

6.5.2 Arquitectura general

La imagen 6.8, muestra a detalle la arquitectura de todo el sistema de con-
trol electrénico en su conjunto. En la parte central se tiene una computadora
PC que contiene el controlador ReBot, cabe destacar que el sistema es muy
flexible, ya que estd programado sobre NodeJs, el cual genera una maquina
virtual (VM VS§]JS) en el dispositivo donde se instala, sobre la cual se corre
el controlador que estd en lenguaje JavaScript, por lo que puede adaptarse
a cualquier hardware compatible con ARM, X86 o X64, una vez instalado
el firmware ReBot en el arduino, la comunicaciéon se hace de forma serial a
través de la libreria que proporciona Node]Js, por lo que el sistema puede
correr desde una PC de escritorio, laptop, hasta una Raspberry Pi, el sis-
tema se puede adaptar dependiendo del rendimiento y portabilidad que se
requiere.

Al iniciar el sistema, se activa un servidor que expone una serie de servicios
web que son accesibles a través del estindar API REST, por lo que los esta-
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Figura 6.7:
Esquema de flujo de informacién de forma reactiva.

dos del sistema pueden ser leidos o modificados por una interfase local o
igualmente de forma remota a través de internet.

La computadora se conecta hacia un HUB USB, lo que hace expandible el sis-
tema, ya que de requerir quitar o agregar componentes estos solo se deben
conectar o desconectar, y si se supera el nimero limite actual, basta con
agregar otro HUB para extender el nimero de puertos hasta un total de 127
componentes. Cada Arduino dentro del sistema representa un médulo que
puede controlar uno o varios componentes, para optimizar el control de los
modulos, por ahora este grupo de componentes pueden ser solo sensores o
actuadores, es decir que cada médulo acttia como un sistema para enviar o
recibir estados, pero no ambos.

6.6 Diseno del sistema de control

En el biorreactor es necesario controlar 3 variables para brindar las con-
diones minimas necesarias para extender la vida del 6rgano o tejido que se
coloque al interior del sistema, a continuacién se describe de forma general
el funcionamiento de los sistemas de control.
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6.6.1 Control de temperatura

El sistema de temperatura conserva un ambiente normotérmico en todo el
sistema, por un lado mantiene tibia la solucién de alimentacién en el reservo-
rio de control, y también mantiene la temperatura en la caAmara del 6rgano
donde se monitorea la temperatura ambiente y la temperatura directa sobre
el 6rgano o tejido.

Dentro del control para temperatura 6.9, se considera un set point de 37°,
a partir de este punto los estados se propagan al sistema de control que
maneja las resistencias, estas tienen un control de nivel que puede ajustar su
potencia de 1 a 100%. La temperatura se mide a través de los sensores, lo
que da la retroalimentacién para hacer el ajuste de potencia con cada ciclo.

6.6.2 Control de C0O2

El sistema de control de CO2 es el que proporciona la cantidad adecuada de
este gas al reservorio de control. El objetivo del CO2 en el sistema es actuar
como buffer de pH sobre la solucién de alimentacién, ademds de realizar
funciones en el metabolismo de las células.

La figura 6.10 muestra el esquema del control de CO2, para este se consid-
era un set point de 50,000 ppm (concentracién de 5%). El sistema de control
regula la valvula de CO2 que permite controlar el flujo hacia la cdmara del
reservorio, en esta se encuentra un sensor del gas con un rango de fun-
cionamiento de 0 a 100,000 ppm, esta lectura retro alimenta el sistema que
hace la correccién adecuada para mantener el flujo correcto.

6.6.3 Control de flujo

El control de flujo, es el encargado de hacer circular la solucién de ali-
mentacion a través de los vasos sanguineos del 6rgano o tejido, esto es
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6.7. Disenio de interfase
Set Point Sistema de i Camara
50, 000 ppm control ‘ Valvula de CO2 COz (ppm) \

Sensorde CO2 <€
Figura 6.10:
Diagrama del control de CO2 en lazo cerrado.

Set Point > » Sistema de Bomba . ‘
350 RPM control > peristaltica > Flujo (ml/min)
A
Encoder
Figura 6.11:

Diagrama del control de flujo en lazo cerrado.

fundamental para mantener a las células nutridas y eliminar desechos de
metabolismo.

El esquema 6.11, muestra el diagrama de control para el flujo, en este caso se
tienen una medicién indirecta del mismo ya que no se cuenta con sensores
con la suficiente precisién para medir flujos tan pequefios constantemente,
por esto el control se hace en base a las RPM de la bomba, para este se uso un
set point de 350 RPM que fue obtenido al caracterizar la bomba, y equivale a
100 ml/min. El sistema de control transmite la sefial en forma de intensidad
de voltaje a la bomba peristéltica, que puede aumentar o disminuir el flujo,
la retro alimentacién se realiza a través de un encoder integrado que da el
nuamero de RPM.

6.7 Diseno de interfase

En el biorreactor se implementa una interfaz gréafica con algunos controles
basicos. Esta fue disefiada para obtener los datos a través del API de ReBot.
En la imagen 6.12 se observa el bosquejo de la interfase web. A la izquierda
se encuentran los controles basicos, botones de encendido y apagado del
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6.7. Disefio de interfase

ReBOT OO0

http://localhost:3000
Sistema
[ j Graficas activas

Temperatura camara

Temperatura rgano

Temperatura solucion
Concentracion CO2

Componentes

RPM
Resistencia

Bomba

Figura 6.12:
Esquema de la interfase de control web para el biorreactor.

sistema que iniciaran o detendrdn todo el conjunto de componentes. En
la parte de abajo se encuentran interruptores especificos para encender o
apagar elementos individuales del sistema.

A la derecha se encontrara una gréfica que muestre los en tiempo real de los
diferentes estados del biorreactor, teniendo una opcién de activar o desacti-
var las diferentes gréficas.
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Capitulo 7

Implementacion

7.1 Caracterizacion de sensores

Debido a la construccién y montaje los diferentes sensores de temperatura,
estos pueden tener un comportamiento ligeramente diferente al esperado
para la medicién, por esto se realizo una comparacién con termémetro
patrén para ajustar lo mejor posible los sensores y tener medidas estandarizadas
entre ellos.

La caracterizacion se realizé usando como referencia un termémetro de pre-
cision Omega HH501, se utilizo un recipiente con agua destilada que se fue
calentando gradualmente de forma lineal y se tomaron simultdineamente los
datos del termémetro junto con el sensor.

En el caso los sensores para liquido se obtuvo el resultado en la figura 7.1, se
observa que la temperatura en ambos sensores es practicamente la misma
por lo que no fue necesario realizar ningtin acondicionamiento sobre los
moédulos DS18B20.

Para sensor DHT22 (figura 7.2) se observa que la linea de temperatura tiene
una pendiente practicamente igual al termdémetro, sin embargo la temper-
atura es registra ligeramente mas baja, por lo que se hizo el ajuste propor-
cional que fue de +0.96 °C para el sensor.

En el sensor de temperatura infrarrojo IRGY906 (figura 7.3), se muestra una
mayor variacion durante el registro de temperatura, como este sensor sera
principalmente usado para el registro y control a temperatura normotérmica,
se hizo un ajuste lineal a partir de la temperatura de 35 °C, se incremento
en 1.87 °C.
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7.1. Caracterizacion de sensores

Comparacion lectura de sensores

45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
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0.00

B HH501DK :# DS18B20

Figura 7.1:
Comparacién de sensor de temperatura DS18B20 con el termémetro
Omega HH501Dk.

41.00
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35.00
33.00
31.00
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==@=HH501DK e=ge=DHT22

Figura 7.2:
Comparacién de sensor de temperatura DHT22 con el termémetro Omega
HH501Dk. En este se muestra un error sistématico que fue compensado en
la programacion.
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7.2. Caracterizacion de actuadores
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Figura 7.3:

Comparacién de sensor de temperatura IR GY906 con el termémetro
Omega HH501Dk. En la zona de 35 a 37 grados, el comportamiento es
aproximadamente lineal, por lo que se realizo una compensacién en el

programa.

7.2 Caracterizacion de actuadores

El flujo que se tiene para este sistema, esta pensando en que en un principio
sera relativamente bajo, por lo que es dificil de detectar con sensores que no
tienen contacto con la solucién, por otra parte colocar sensores de flujo de
contacto aumenta el riesgo de contaminacién al estar expuesto directamente
a la solucién de alimentacién, es por estas razones que se decidi6é no agregar
un sensor de flujo, y realizar la medicion de este de forma indirecta a través
de las RPM de la bomba.

El control en el sistema de flujo, se hizo a partir de un control del motor de
la bomba peristaltica para mantener la corriente necesaria que mantiene a su
vez un numero de RPM determinado, estas son proporcionales al flujo, por

lo que se realizo la caracterizacién de las bombas para medir esta relacion.

En la grafica 7.4 se observa el comportamiento de la bomba principal, se
estima que para tejido cardiaco de conejo se requiere un flujo menor a los
100 ml/min, ya que es una tercera parte del gasto cardiaco de un conejo
macho adulto [38], por lo que la bomba se programo en el modo normal
que funcione a 350 RPM, esta velocidad puede ser ajustada posteriormente
e incluso pueden crearse rutinas para hacer un flujo pulsatil.

En el caso de las bombas secundarias se observa una menor capacidad en el
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7.3. Pruebas de comunicaciéon
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Figura 7.4:

Caracterizacion de la equivalencia de RPM a flujo ml/min en bomba
peristaltica principal (3 pruebas de flujo).

flujo (figura 7.4), estas se utilizardn para rellenar y eliminar desechos por lo
que no se requiere una alta capacidad de control, solo es necesario tener un
buen control de flujo para alcanzar los niveles adecuados de llenado cuando
se haga un cambio de solucién. Considerando que se requiere aproximada-
mente 100 ml de solucién y se tienen dos bombas, el recambio se puede
hacer en aproximadamente 30 segundos.

7.3 Pruebas de comunicacion

Para realizar la comunicacién entre la PC y los arduinos fue necesario es-
tablecer la tasa de baudios 6ptima, aunque el sistema reactivo mantiene la
informacién actualizada constantemente y hace el sistema robusto contra
la perdida de datos, se estableci6 la velocidad adecuada para transmitir la
mayor cantidad de datos sin que hubiera una perdida significativa.

En la imagen 7.6 se observa el andlisis que se realizo sobre el sistema de co-
municacién, para este se hicieron 100 mil lecturas y se promedio el ntiimero
de perdidas con respecto a la tasa de baudios utilizada. En este caso se
opto por elegir una tasa de 57600 baudios, ya que se puede transmitir una
cantidad aceptable de datos por cada ciclo y solo tiene 2 perdidas de datos
por cada 1000 lecturas. Se eligi6 esta tasa mas elevada con pocos errores, de-
bido a que aunque no se requiere una tasa de muestreo en extremo elevada
(aproximadamente una lectura cada 200 ms), al aumentar la tasa de baudios
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7.4. Modelo base de datos

120

100

80

60

ml/min

40

20

0 50 100 150 200 250 300 350 400

RPM

Figura 7.5:
Caracterizacion de la equivalencia de RPM a flujo ml/min en bomba
peristéltica secundaria (3 pruebas de flujo).

se pueden enviar paquetes mas grandes de informacién en menor tiempo,

lo que permite la comunicacién reactiva, con esta tasa se enviaron paquetes
de 64 bytes, a una tasa de 20 paquetes por segundo, es decir que se puede

registrar cambio cada 50 ms, lo que nos da un amplio margen de fallo.

7.4 Modelo base de datos

La base de datos fue implementada en MongoDB, este es un sistema libre

de bases no relacionadas, donde cada elemento es representado por un doc-

umento, para el sistema del biorreactor se opto por incluir todos los estados

del mismo en un solo tipo de documento, de forma que al traer la infor-

macion estos estados se pueden pasar a los diferentes elementos, tal que

cada uno pueda conocer los valores de todos los otros elementos del sis-

tema y de esta forma tomar decisiones de control.

{

tempMainContainer: Number,
tempControlContainer: Number,
tempIR: Number,

tempIRObject: Number,
tempMainContainerAir: Number,
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7.4. Modelo base de datos
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Figura 7.6:
Comparacién del nimero de errores con la tasa de baudios.

humidityMainContainer: Number,
co2Level: Number,

co2Humidity: Number,

co2temp: Number,
pumpMainSpeed: Number,
switchCo2: Number,

switchAir: Number,
resistorMain: Number,
resistorControl: Number

}

Los datos del documento representan lo siguiente:
e tempMainContainer: Temperatura del liquido del contenedor principal.

e tempControlContainer: Temperatura del liquido del contenedor de con-
trol.

e tempIR: Temperatura ambiental detectada por el sensor infrarrojo.
e tempIRObject: Temperatura del objeto en la linea del sensor infrarrojo.

e tempMainContainerAir: La temperatura ambiental registrada por el sen-
sor DHT22 en el contenedor principal.

e co2Level: El nivel de CO2 en ppm dentro del contenedor de control.
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7.5. API del biorreactor

e co2Humidity: Humedad relativa en el contenedor de control registrada

por el sensor de CO2.

e co2temp: Temperatura registrada por el sensor de CO2 en el contenedor

de control.

e pumpMainSpeed: RPM de la bomba principal que controla el flujo entre

el contenedor principal hacia el 6érgano y el contenedor de control.

e switchCo2: Estado de apertura de la vélvula de CO2.

e switchAir: Estado de apertura de la vélvula de aire.

e resistorMain: Nivel PWM de las resistencias de calentamiento en el con-

tenedor principal.

e resistorControl: Nivel PWM de las resistencias de calentamiento en el con-

tenedor de control.

7.5 API del biorreactor

La interfase y en general cualquier dispositivo con el que se quiera operar
el biorreactor puede hacerlo a través de un webservice. Se establece un
proceso paralelo para operar cada uno de los componentes, si bien ahora el
API esta enfocada a controlar los estados de los componentes, la arquitectura
permitird llamar rutinas de control, con lo cual en vez de decirle a la bomba
que funcione a 360 RPM, se le puede indicar que ejecute una rutina pulsatil
donde se mantenga un flujo de 100 ml/min a un ntmero de 10 pulsos por
minuto.

Los puntos de acceso API que se establecieron para esta primera versién son
los siguientes:

POST /pumpMain/{{pwm:Number 1-255, cw:Boolean}}
POST /resistorMain/{{level: Number 1-125}}

POST /resistorControl/{{level: Number 1-1253}}
POST /gasC02/{{state: Boolean}}

POST /gasAir/{{state: Boolean}}

GET /controlChamber/
return {co2Level: Number, temperature: Number, humidity: Number}

GET /mainChamber/
return {temperature: Number, humidity: number}

GET /waterTemperature/
return {main: Number, control: Number}

48



7.6. Interfase de control
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Figura 7.7:
Interfase de control del biorreactor.

7.6 Interfase de control

La figura 7.7 muestra la interfase que se disefio para control manual del
biorreactor, esta se comunica con el API a través del lenguaje de progra-
macién web React]S,y se puede montar de forma local o en un servidor
remoto. Para esta primera versién se tiene un control para la velocidad de
la bomba principal, controles para las resistencias del contenedor principal
y el de control, ademads de interruptores para abrir y cerrar las véalvulas de
gases.

En la parte de la derecha se incluye una grafica con la temperatura que
arroja cada uno de los sensores, otra grafica que muestra los niveles de CO2
y una para los niveles de humedad relativa.

7.7 Impresion 3D de las piezas

Se imprimieron varias piezas en 3D como soporte para la estructura del
biorreactor, esta se fabricaron con PLA con una impresora compatible con
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7.8. Ensamble de modulos

S

Figura 7.8:
Tapa impresa en 3D para recipientes del biorreactor.

b

el esquema Prusa. Se eligi6 este método ya que fue posible disefiar piezas
a las medidas para cada uno de los diferentes componentes, lo que sigue
la estrategia de hacer el biorreactor modular, ya que da la flexibilidad de
disefiar e imprimir piezas conforme los médulos lo requieran, ademads que
la técnica tiene un costo asequible comparada con soportes comerciales que
no son del todo adaptables. La figura 7.8 muestra la tapa que se fabrico
para los contenedores del biorreactor, esta tiene acceso para las entradas
de aire y mangueras de liquidos, ademdas de soporte para los diferentes
sensores, esta se imprimi6 a un densidad de 80% con caras de 3 capas al
100% para mantener el interior del frasco aislado, se le coloco un aro de
metal para sujeta al frasco y un empaque de silicona para mantener sellado
herméticamente el sistema.

En la siguiente imagen 7.9, se muestra una de las cajas para los médulos de
control electrénico, se imprimieron 6 en total, cada una con una densidad
de 30% y sin caras en la parte superior ni inferior, esto ayuda a tener una
mejor disipacién del calor durante el funcionamiento. Cada caja incluye una
tapa con ranuras para atornillarse y apilar los diferentes médulos.

7.8 Ensamble de médulos

Los 6 médulos se apilaron de forma vertical (figura 7.10), los primeros 3
modulos se incluyeron los actuadores con cajas ranura das sobre las que
se monté un ventilador de 4 pulgadas para generar un ttnel de aire que
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7.9. Montaje del sistema

Figura 7.9:
Caja impresa en 3D para médulos de componentes electrénicos.

permite disipar el calor en los médulos que manejan las resistencias y las
bombas que son los que consumen mayor energia y por lo tanto disipan
mayor cantidad de calor. En la parte de arriba se colocaron los 3 médulos
para los diferentes sensores. Los médulos estdn conectados cada uno por
un cable a un puerto USB 2.0, y tienen una alimentacién de voltaje de 24V y
hasta 10A de corriente.

7.9 Montaje del sistema

En la imagen 7.11 se puede ver el montaje de todo el sistema en conjunto,
al frente se observa la computadora conectada por cable USB al HUB, en el
fondo se observan la torre que forman los 6 médulos, la altura de esta se
aprovecho para montar sobre estos las bombas peristélticas. A la derecha
se observan el contenedor principal y el contenedor de control con las difer-
entes conexiones de aire, liquido, sensores y resistencias. Dada contenedor
tiene un frasco interior donde se depositara la solucién de control y el tejido
u organo.

En las figuras 7.12'y 7.13, se observa a detalle cada parte de del contenedor
del 6rgano y el contenedor de control respectivamente.
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7.9. Montaje del sistema

Figura 7.10:
Estructura de médulos de control electrénico apilada y conectadas a USB.
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7.9. Montaje del sistema

-

Figura 7.11:
Sistema de médulos de control conectados a la PC, con sensores y
actuadores conectados a los recipientes del biorreactor.
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7.9. Montaje del sistema

Figura 7.12:

Contenedor de 6rgano. a) Sensor de temperatura y humedad ambiental. b)
sensor de temperatura infrarrojo. c) Resistencia cerdmicas para
calentamiento. d)Sensor de temperatura en liquido. e) Mangueras
conectadas a la bomba peristaltica para flujo de solucién.
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7.9. Montaje del sistema

Figura 7.13:

Contenedor de control. a) Valvula de control de gases. b) Resistencias
cerdmicas para calentamiento. c)Difusor de oxigeno en solucién. d)
Mangueras conectadas a la bomba peristaltica para flujo de solucién. e)
Sensor de temperatura de liquido. f) Manguera de inyecciéon de CO2. g)
Manguera para muestreo de aire en el contenedor. h) sensor de CO2 y
temperatura ambiental del contenedor.
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Capitulo 8

Pruebas del biorreactor

Para comprobar el funcionamiento adecuado del biorreactor se hicieron di-
versas pruebas de funcionamiento sobre los sistemas de control, las primeras
en forma estdtica pensando en un funcionamiento normal del sistema, y
posteriormente se efectuaron pruebas de control aplicando algin tipo de
perturbacién.

8.1 Pruebas estaticas

Las primeras pruebas se hicieron para medir la temperatura sobre en el
bafio térmico, en el recipiente principal (figura 8.1) y de control (figura 8.2).
Para el primero se alcanza la temperatura deseada de 37°en el minuto 38
y para el segundo en el minuto 32. EI control muestra una ligera sobre
compensacion al alcanzar la temperatura deseada por lo que tarda unos
minutos mas en estabilizarse. Para ambos casos una vez que se alcanza la
temperatura, solo varia ligeramente en menos de una décima, por lo que
se considera que, a largo plazo, gracias a esta inercia térmica se espera que
todo el sistema mantenga una temperatura estable durante todo el tiempo
de funcionamiento, incluso bajo algunas perturbaciones.

Como se menciono anteriormente el sistema de control de flujo, se maneja
en torno a las RPM de la bomba. Se hicieron pruebas ajustando la velocidad
a 350 RPM (figura 8.3), lo que genera un flujo aproximado de 100 ml/min.
Con el controlador del motor se alcanza la velocidad en menos de un se-
gundo, y aunque tiene una ligera sobre compensacién a lo largo del tiempo
la velocidad se mantiene practicamente constante.

Para el sistema de CO2 se desea tener un nivel de 50,000 ppm en condi-
ciones estables en el contenedor de control. La grafica 8.4 muestra el com-
portamiento durante la apertura de la valvula de CO2, el sensor toma mues-
tras cada 5 segundos. Aproximadamente al minuto 18 se alcanza un nivel
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8.1. Pruebas estéticas
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Figura 8.1:
Temperatura del liquido en contenedor principal.
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Figura 8.2:
Temperatura liquido contenedor control.
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8.1. Pruebas estéticas
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Figura 8.3:
RPM de la bomba peristéltica en los primeros segundos de iniciar.
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Figura 8.4:
Concentracion de CO2 en condiciones normales.

estable, se observan variaciones constantes de los niveles de CO2 con un
rango aproximado de 500 ppm, esto se debe a la naturaleza del sensor em-
pleado ya que tiene un margen de error del 0.5% y el flujo de aire causa
variaciones naturales, sin embargo estas no son significativas considerando
la concentracion total en el aire.

Se realiz6 una prueba para monitorear la temperatura en un modelo de
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8.2. Pruebas 48 Horas

silicona simulando el érgano conectado, la temperatura de la solucién de
control y la concentraciéon de CO2 (figura 8.5). Durante el proceso, se calent6
la solucién de control hasta alcanzar los 37°, posteriormente se hizo circular
la solucién en el sistema y se abri6 la valvula de CO2, el modelo alcanzo
la temperatura normal a los 18 minutos, y se obtuvieron las condiciones
adecuadas de CO2 esperadas a partir de los 5 minutos. La temperatura de
la solucién se mantuvo practicamente constante y la del modelo se mantuvo
con variaciones minimas probablemente ocasionadas por el flujo de liquido
y el posible enfriamiento que se genera al inyectar aire sobre la solucién, aun
asi no se obtuvieron variaciones mayores a dos décimas de grado, lo cual es
puede considerar como un sistema térmico estable para los propésitos del
biorreactor.

8.2 Pruebas 48 Horas

Para probar que el biorreactor puede funcionar continuamente, se hicieron
pruebas por 48 horas seguidas, en las condiciones normales (50,000 ppm
y 37°C). En la figura 8.6, se observan los resultados de las mediciones, las
temperaturas medidas en los diferentes sensores es practicamente constante
durante todo el tiempo, esto es de esperarse ya que el sistema tiene una
inercia térmica grande, por lo que no se ve afectado por los cambios ex-
ternos. En cuanto a la medicion de CO2, este muestra variaciones de hasta
1000ppm, esto lo podemos considerar un rango aceptable, ya que representa
una variacién de tan solo el 2%.

8.3 Pruebas perturbacion

Se realiz6 una prueba, haciendo el cambio de la solucién de control por
solucion fresca (28°C), se registro el cambio de temperatura sobre el modelo
de 6rgano y sobre el recipiente de la solucién (figura 8.7). Por la temperatura
que se tiene del sistema, se considera que no hubo un cambio significativo
en la temperatura del recipiente, solo disminuyo 0.4 grados, y se recupero la
temperatura normal en menos de 10 minutos. Por otro lado para el modelo
de 6rgano se obtuvo una disminucién mayor, pero poco significativa, menor
a 1 grado centigrado, este se recupero de igual forma en menos de 10 minu-
tos. Estas dos variaciones se pueden considerar estables para el tiempo y la
temperatura ideal del 6rgano, el cambio de solucién serd probablemente la
principal fuente de perturbacién del sistema, por lo que se planea mejorar
el proceso y y el control para mantener una mayor estabilidad.

Otra de las fuentes de perturbaciéon del sistema, es cuando se abre el re-
cipiente para tomar muestras de solucién. Para emular esta perturbaciéon
se abri6 la tapa durante 10 segundos y luego se cerro, la gréfica (figura 8.3)
muestra la concentracién de CO2 durante la prueba. Esta se redujo radpidamente
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8.3. Pruebas perturbacion
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Figura 8.5:
Comparacién de la temperatura del modelo de érgano con la temperatura
la solucién control y concentracion CO2.
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8.3. Pruebas perturbacion
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Figura 8.6:
Mediciones del biorreactor en funcionamiento normal por 48 Horas.
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Figura 8.7:

Medicién de temperatura sobre el modelo de érgano y recipiente de control
durante el cambio de solucién de control.
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8.3. Pruebas perturbacion
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Figura 8.8:
Medicién de concentracién de CO2 durante apertura de tapa del
contenedor de control.

hasta 27,000 ppm, al cerrar la tapa, la concentracién se comenzé a recuperar
rdpidamente y en aproximadamente 35 segundos se recupero el nivel nor-
mal del gas; posteriormente se mantuvieron a los niveles normales espera-
dos.

La dltima prueba se realizo sobre el motor de la bomba peristaltica, si bien
no se esperan perturbaciones significativas en este subsistema, se desea man-
tener una velocidad constante independientemente del tipo de solucién que
se vaya a colocar. Para la prueba se hizo funcionar la bomba, a los 10 se-
gundo se ajusto la manguera para aumentar la presién de flujo, en la grafica
8.9 se puede observar el resultado, la corriente del motor comenz6 a aumen-
tar ligeramente, pero las RPM se mantuvieron practicamente constantes a
lo largo de toda la prueba. Esto demuestra que el sistema de flujo puede
mantenerse a la tasa deseada independientemente de los cambios de presién
que puedan existir en el sistema.
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Figura 8.9:

Medicién de RPM en la bomba al cambiar la presién de la manguera de

soluciéon
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Capitulo 9

Conclusiones

En el presente trabajo se mostr6 el proceso para el disefio y construcciones
de un biorreactor enfocado a estabilizar tejido un 6rgano cardiaco.

Se realizo una revisién general de diferentes sistemas y se eligieron
como caracteristicas basicas un control de gases, flujo y temperatura,
las cuales son las variables minimas para mantener viable un érgano.
A partir de estas caracteristicas se hizo un disefio general del sistema
y se eligieron los componentes apropiados.

Se disefio e implemento un sistema de comunicacion para el manejo de
los dispositivos electrénicos usando sistemas arduino como plataforma
de desarrollo para actuadores y sensores y una comunicaciéon con la
con la computadora; con un sistema de control basado en Node]JS.

El sistema se hizo de modular y flexible, de forma que se pueden
agregar nuevos componentes relativamente facil, agregando arduinos,
actuadores y sensores en la programacién. Fisicamente se pueden al-
macenar los componentes electrénicos de cada médulo.

Se disefio el sistema de contenedores para el 6rgano y la solucién de ali-
mentacion en base a recipientes herméticos que funcionan como barios
térmicos, en estos se acondicionaron los sensores y las mangueras de
flujo para liquido y aire.

En base a la plataforma construida, se implementaron sistemas para
controlar el flujo de gases a partir de valvulas, un sistema de flujo
de liquidos entre los contenedores y el érgano basado en bombas
peristalticas y un sistema de control térmico de multiples fuentes mi-
diendo tanto la temperatura del liquido de los recipientes, del érgano
y del ambiente. Ademds que se tiene un sistema de monitoreo de
humedad relativa.
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e Por ahora el sistema esta disefiado para tejidos pequefios de no mas
de 25 cm cubicos, pero es posible expandirlo agregando nuevos con-
tenedores y bombas peristalticas mds potentes para hacer pruebas con
6rgano o tejidos de mayor tamafio.

Este proyecto fue un primer paso en el largo proceso para la generacion
de un sistema que permita tratar un 6rgano para realizar un proceso de
reparacién o de recelularizacion. Se espera continuar trabajando en el proyecto
en un futuro y realizar las siguientes actividades:

e Se planea mejorar el proceso y sistema de control con los datos que
se obtuvieron en las pruebas actuales para tener un control de temper-
atura més rdpido y un control de gases con una mejor velocidad de
respuesta.

e Una estructura de recipientes donde se puedan montar y desmontar
mads facil las mangueras para conectar facilmente el tejido.

e Implementar nuevos médulo mds especificos para tejido cardiaco como
sistemas de estimulacién eléctricos y mecanicos, y sensores para medir
la respuesta mecanica y eléctrica del tejido.

¢ Implementar nuevos médulo més especificos para tejido cardiaco como
sistemas de estimulacién eléctricos y mecénicos, y sensores para medir
la respuesta mecanica y eléctrica del tejido.

e Realizar pruebas sobre el ventriculo izquierdo de un corazén de conejo,
manteniéndolo por mas de 48 horas conectados y medir la viabilidad
celular y pruebas de integridad histolégica.
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