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Resumen

Las diferentes estrategias para el secado de gotas de biofluidos y el analisis de los
patrones en depdsitos han permitido la detecciéon de moléculas de relevancia, el con-
trol de calidad de medicamentos, la deteccion de consumibles liquidos adulterados,
y el diagnostico de patologias y desérdenes de la salud. En este trabajo, se reporta
el estudio del efecto del volumen inicial de gota sobre la formacion de patrones en
gotas colgantes de sangre y proteinas con diferente concentracién. Nuestro objetivo
es generar estrategias para el secado de gotas que permitan producir patrones capa-
ces de incrementar la efectividad de los protocolos de diagndstico. Estimamos el perfil
radial de intensidad de imagenes digitales de gotas sésiles de sangre para encontrar
las mejores condiciones de reproducibilidad. Ademas, llevamos a cabo un andlisis de
textura basado en la Estadistica de Primer Orden (FOS) y la Matriz de Co-ocurrencia
de Nivel de Gris (GLCM) que permitié determinar que el valor medio de intensidad de
pixeles y la Entropia son los parametros mas eficientes para diferenciar entre grupos
de depositos. Estos parametros caracterizan correctamente el proceso de formacion
de patrones durante el secado de gotas de sangre. El angulo de contacto, altura y dia-
metro de la gota muestran que el secado de gotas sésiles de sangre sigue el modo
de Radio de Contacto Constante (CCR), en el que el area de contacto se mantiene
constante a lo largo del proceso de secado. Interesantemente, los depdsitos de san-
gre de pacientes Post COVID-19 presentan una significativa reduccion en el numero
de grietas y en las partes méviles, y un menisco bien definido en la region central.

Encontramos que gotas colgantes de sangre generan dos grupos de depdésitos:
gotas secas con simetria radial (Grupo |) y gotas secas con deposicion lateral (Grupo

[I). En ambos grupos, los depodsitos muestran una mayor concentracion de eritrocitos

VI



RESUMEN VI

en la regién central que en la corona. En la regién central, un conjunto de grietas
negras emergen desde el centro de la gota hacia la corona, formando una estructura
ramificada en forma de dendrita. La corona contiene largas grietas radiales coexis-
tiendo con grietas negras ortonormales. La diferencia mas evidente entre los grupos
de depdsitos es una deposicion lateral de suero sanguineo presente en los elementos
del Grupo Il. La microscopia 6ptica revela que este recubrimiento se debe a que la
aglomeracion de eritrocitos en el apice de la gota produce su colapso. Encontramos
que, sin importar el volumen inicial de gota, el angulo de contacto critico es 11° menor
en comparacion al angulo de contacto inicial. Explorando la frecuencia de aparicién de
depositos del Grupo Il a diferentes volumenes de gota y analizando del secado gotas
diluidas con agua ultrapura, probamos que la masa contenida en una gota favorece a
la aparicion del modo de secado inestable.

Finalmente, reportamos el estudio de la formacién de patrones en gotas colgantes
de Albumina de suero Bovino (BSA, por sus siglas en inglés) con diferente volumen
inicial (V= 3-12 ul). Esto debido a que la literatura muestra que un punto de partida
para comprender los complejos mecanismos detras de la formacién de patrones en
gotas de fluidos biolégicos complejos, como la sangre, son las soluciones de protei-
nas modelo. Encontramos que emerge una gran diversidad de patrones en el interior
de los depdsitos: crucetas, crucetas con helechos, estructuras en forma de agujas
y estaca de cristal en forma de prisma (unidas al anillo), agujas con helechos, agu-
jas internas, agujas con agregado amorfo, cristales arborescentes ramificado, semi-
estrellas de cristales, agregados amorfos, agujas ramificadas y estacas de cristales
en forma de prisma. Sobre la base del perfil radial de intensidad, la compacidad y la
intensidad media de pixeles probamos que en gotas colgantes existe un incremento
en la concentracion de masa en la regién central de los depdésitos. El angulo de con-
tacto, el radio y la altura permite probar que las gotas colgantes de proteina sigue el

modo de Radio de Contacto Constante (CCR) sin importar el volumen inicial de gota.



Introduccion

El estudio de la formacién de patrones en gotas secas de biofluidos sobre sustra-
tos es relevante para el desarrollo de pruebas forenses y plataformas de diagndstico
de patologias. En 1983, se fundé la Asociacion Internacional de Analistas de Patro-
nes de Manchas de Sangre (IABPA) y la interpretacién de los patrones de las gotas
de sangre se ha convertido en una herramienta eficaz en los laboratorios forenses
modernos. Desde entonces, el andlisis de patrones sanguineos en la ciencia forense
se ha desarrollado rapidamente, y algunas teorias incluso se han aplicado a la re-
construccion de la escena del crimen, la educacién y la formacion forenses [1]. Por
otra parte, en 2001, Kulyabina et al. utiliza espectros de Wiener y Fourier para ana-
lizar los patrones cristalinos del plasma humano seco y sugirié que el analisis de
dichos patrones podria ser una de las formas mas prometedoras para el diagndstico
de enfermedades [2]. Rapis también estudio el patrén morfoldgico en gotas secas de
plasma e indicé el uso potencial de estos patrones para el diagnéstico de enfermeda-
des en 2002 [3]. Hoy en dia se sabe que el andlisis morfolégico de patrones en gotas
secas de sangre puede develar dislipidemia [4], talasemia [5], anemia e ictericia [6].
Esto ocurre porque cambios celulares y macromoleculares de los componentes de la
sangre causan cambios en los patrones de depdésitos de plasma y de sangre.

La morfologia final de los agregados en gotas secas sobre sustratos depende de
complejos procesos de agregacion y mecanismos de transporte de masa. Los flu-
jos capilares son un mecanismo de transporte de masa practicamente universal en
el secado de una gota sobre un sustrato. Durante este proceso, se produce una al-
ta taza de evaporacion de moléculas en la linea de contacto debido a que, en esta

region, la interaccion entre moléculas solventes es mas débil. Para compensar esta
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INTRODUCCION IX

pérdida de masa emergen los flujos capilares que transportan particulas del interior
de la gota hacia el exterior. Si en una gota se encuentran particulas coloidales, estas
también son arrastradas a la orilla formando una estructura en forma de anillo que
se forma sobre la linea de contacto de una gota anclada. Esta estructura es el asi
llamado, anillo de café. Por otra parte, los flujos de Marangoni surgen debido a gra-
dientes de viscosidad que son producidos por gradientes de temperatura y concen-
tracidn de masa. Durante el secado de una gota, estos flujos recirculan las particulas
coloidales hacia el interior de la gota, evitando la formacion del anillo de café. Por
lo tanto, hay tres condiciones esenciales para la formacién de anillos: fijacién de la
linea de contacto liquido-sustrato, mayor tasa de evaporacioén en la linea de contacto,
y supresion del flujo de Marangoni [7, 8]. Las caracteristicas morfolégicas de los pa-
trones en gotas secas dependeran de las fuerzas electrostaticas, y de adhesion entre
particulas-particulas y sustrato particulas.

La simetria azimutal tipicamente observada en la distribucion de particulas en
gotas secas sésiles, se rompe en depédsitos de gotas colocadas sobre sustratos in-
clinados [9]. Tipicamente, una gota colgante forma un depdsito mas complejo que
consiste de un delgado anillo de café que rodea una protuberancia formada por una
alta concentracion de coloides [10]. Estos patrones, conocidos como ojos de café,
se forman debido a que las particulas coloidales se adsorben interfacialmente en el
borde de la gota y luego se depositan en el fondo donde la curvatura de la gota es
mas alta [11]. Este mecanismo no requiere el flujo radial de particulas coloidales a
lo largo de la linea de contacto, sino que utiliza la curvatura de gota variable para
recolectar particulas [12]. No hay una regla general que pueda predecir las diferentes
etapas de formacién de patrones en gotas de soluciones de interés, Por ejemplo, en
gotas colgantes de particulas coloidales de poliestireno (PS) de 300 a 6000nm, en
la primera etapa de transporte de masa, la sedimentacion compite con la captura de
particulas de la interfase descendente. En una segunda etapa, domina el flujo capilar
y lleva a las particulas del interior de la gota hacia la linea de contacto [13]. En gotas
de proteinas globulares concentradas se observan tres etapas dindmicas claramente

definidas por la pérdida de masa y la evolucion de las formas internas y externas de
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la gota [14].

El andlisis de patrones en gotas secas de sangre han permitido el desarrollo de
alternativas para el diagnéstico médico y técnicas forenses [15, 16, 17, 18, 19, 5, 20,
21]. Por la gran diversidad de componentes que contiene la sangre resulta extrema-
damente complejo predecir las interacciones entre componentes y las caracteristicas
estructurales de los patrones en gotas secas. Sin embargo, se ha reportado que las
caracteristicas de los patrones dependen de mecanismos de transporte de masa y
agregacion gobernados por parametros de control tales como el angulo de contac-
to [22], humectabilidad del sustrato [23, 24], la concentracién de células[25, 26], y
la humedad relativa (HR) [27, 28]. Aunque una gran diversidad de patrones pueden
emergen dentro de estos depdsitos, en general, estos contienen una region central
compuesta por una alta diversidad de grietas y placas, una corona que se caracteriza
por contener una alta concentracién de eritrocitos, y una region periférica de suero
sanguineo donde no se observa la presencia de células rojas [20, 29].

El estudio de soluciones de proteinas modelo es un buen punto de partida para
comprender los mecanismos de transporte y agregacion que determinan la morfologia
de patrones en gotas de biofluidos complejos. Dependiendo el parametro de control,
el secado de una gota de solucion de proteinas puede generar un deposito uniforme,
un anillo de café y patrones de grietas ortonormales y radiales. Interesantemente, dos
proteinas diferentes en una gota de solucién acuosa producen estructuras fractales
en el centro de un depdsito uniforme [30, 31]. Gotas de proteinas y cristales liquidos
incrementan la complejidad de los patrones de grietas. Las sales disueltas en una
gota de proteinas produce la formacion de una alta diversidad de patrones complejos
tales como anillos periféricos amorfos, formas dendriticas, rosetas, festones, flechas
chinas y patrones en zigzag [32].

Aunque en la literatura se ha reportado que los patrones en gotas secas de sangre
pueden servir como marcadores para el diagnostico de patologias; se desconoce el
efecto del secado de gotas de biofluidos en superficies inclinadas sobre la formacion
de agregados. Extraer nuevas caracteristicas morfolégicas en depésitos de biofluidos

podria aumentar la eficiencia en el diagnéstico y la deteccion de problemas en la
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salud de pacientes. En este trabajo, se reporta el estudio experimental del efecto del
volumen inicial de gota sobre la formacién de patrones producido por el secado de
gotas colgantes de sangre y proteinas. Nuestro objetivo es encontrar una estrategia
para producir depdsitos secos capaces de incrementar la efectividad de la deteccidn
de moléculas de relevancia y el diagnéstico de enfermedades.

Este documento esta organizado de la siguiente manera: en el Capitulo 1 se des-
criben la composicion quimica de la sangre, dislipidemia, COVID-19, la formacion de
patrones por la evaporacion de gotas, y la estadistica de segundo orden. En el Capitu-
lo 2 se presenta el método experimental desarrollado para el estudio de la formacién
de patrones producidos por la evaporacion de gotas. En el Capitulo 3 se muestran los
resultados y conclusiones del estudio experimental de la formacidén de patrones en
gotas sésiles de sangre. En el Capitulo 4 se presentan los resultados y conclusiones
sobre el estudio en la formacion de patrones por el secado de gotas colgantes de san-
gre. En el Capitulo 5 se muestran los resultados y conclusiones sobre la investigacion
concerniente al estudio de la formacidn de patrones en gotas colgantes de proteinas.
En el capitulo 6 se presentan los productos cientificos y las galerias de imagenes

generadas durante la realizacion del proyecto de tesis.



Planteamiento del Problema

Aunque el estudio estructural en patrones de gotas secas de bio-fluidos ha permi-
tido detectar moléculas de relevancia y el diagndstico de enfermedades, la efectividad
de estos estudios se reduce enormemente en depdsitos formados con baja concen-
tracion de analitos. Por lo tanto, generar nuevas caracteristicas morfolégicas en gotas
secas capaces de actuar como marcadores podria aumentar la eficiencia en la detec-

cién de analitos de relevancia.

Xl



Hipotesis

La inclinacion del sustrato y el volumen inicial de gota inducen la formacién de una

alta diversidad de patrones.

Xl



Objetivos

Objetivo General.

Estudiar la formacién de patrones generados por el secado de gotas colgantes de

sangre y proteinas.

Objetivos Especificos.

1. Encontrar las condiciones experimentales 6ptimas para alcanzar una alta repro-

ducibilidad en la formacién de patrones en gotas sésiles de sangre.

2. Utilizar FOS y GLCM para realizar un analisis de textura a los patrones en gotas

sésiles de sangre diluida.
3. Estudiar la formacién de patrones en gotas sésiles de sangre.

4. Estudiar el efecto del volumen inicial de gota sobre la formacién de patrones en

gotas de sangre diluida sobre superficies inclinadas.

5. Estudiar el efecto del volumen inicial de gota sobre la formacién de patrones en

gotas de proteinas sobre superficies inclinadas.

XV



Capitulo 1

Antecedentes

1.1. Propiedades de la sangre

En el cuerpo humano, la sangre equivale al 7% del peso total de este. La sangre
es un fluido conformado principalmente por agua, por lo cual tiene un peso de 1Kg/L
[1]. A través de un andlisis hematol6gico se ha demostrado que alrededor del 43 %
del volumen de la sangre pura esta conformada por células rojas de la sangre. Los
coloides que componen la sangre pura representan el 23 % del peso total de este
biofluido. El volumen de estos coloides se distribuyen de la siguiente manera: Los eri-
trocitos representan el 97 % del volumen, con un tamano tipico de 8um; los leucocitos
representan el 2 % del volumen, con un tamano de alrededor de 15um y las plaquetas,
con un tamano de 3um representa 1 % del volumen de los coloides [21]. Alrededor del
55 % del volumen total de la sangre esta compuesto de plasma sanguineo y el 7%
del peso de este esta compuesto de proteina disuelta. Otros coloides se encuentran
suspendidos en la sangre, y son éstos los que permanecen en el sustrato al final del
proceso de secado [1].

La sangre es un tipo de evidencia fisica mas importante en una investigacién fo-
rense de una muestre o algun crimen violento. El andlisis de patrones de manchas de
sangre, a través del uso de metodologias y principios cientificos, puede revelar infor-

macion importante en el estudio de una escena del crimen. El estado final de una gota
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completa de sangre revela patrones regulares con una buena reproducibilidad para
una persona sana. Se han realizado otros experimentos sobre personas con anemia
(afeccién que disminuye el niumero de glébulos rojos en la sangre) o hiperlipidemia
(alteracion del metabolismo la cual produce una o varias fracciones lipidicas en la

sangre) revelando diferentes patrones.

1.2. Albumina de suero bovino

El estudio de la formacion de gotas secas de proteinas son un buen punto de
partida para comprender la formacion de patrones en depdésitos de biofluidos com-
plejos. La Albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) se encuentra
en aproximadamente el 60 % de todas las proteinas en suero animal. Es utilizada en
experimentos de cultivo celular, generalmente cuando es necesario suplementar con
proteinas y se requiere de evitar a otro componente no deseado del suero. En este
tipo de técnicas su uso principal es como portador de pequefias moléculas. Puesto
que esta molécula tiene carga negativa, la Alboumina de suero bovino se une facilmen-
te al agua, a las sales, a los acidos grasos, a las vitaminas y a las hormonas, y estos
componentes son transportados, unidos a la proteina, entre las células y los tejidos
[33].

1.3. Formacion de patrones por la evaporacién de go-

tas

El andlisis de patrones de gotas secas ha sido utilizado en diversas areas de la
ciencia y el arte. Por ejemplo, el estudio de gotas secas de medicamentos permite
generar patrones Utiles para detectar la adulteracién de farmacos [15]. En ciencias fo-
renses, el analisis de manchas de sangre permite mejorar la comprension de escenas
del crimen [1]. En el arte existe la necesidad de optimizar la calidad de los pigmentos,

por lo cual el andlisis de gotas secas ha sido utilizado para estudiar las caracteristi-
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cas estructurales de depoésitos con acuarelas en distintas concentraciones de agua
y pigmento. Ademas, esta técnica se ha utilizado como plataforma de diagnéstico de
patologias, a través del estudio de gotas secas de biofluidos [5], [6], [4].

La gota sésil es una gota que presenta simetria axial y esta sobre un sustrato séli-
do horizontal, mientras que una gota colgante a una gota simétrica suspendida hacia
abajo. La linea de contacto de triple fase (TPLC) de una gota son las lineas donde
coinciden el sélido (sustrato), el liquido (fluido de la gota) y el gas (aire ambiente y
vapor) [11]. El angulo de contacto de una gota 6 es uno de los pardmetros mas sim-
ples para cuantificar la mojabilidad (la capacidad que tiene un liquido de extenderse
y dejar una traza sobre un sélido) entre la gota y el sustrato. Este parametro se de-
fine geométricamente como el angulo formado por un liquido en la linea de contacto
trifasico (TPLC) donde se encuentran el liquido, el vapor y el sélido [13].

Los patrones finales, en un depdésito seco de biofluido, dependen de los flujos de
transporte de masa, los cuales surgen a partir del proceso de evaporizacion de la
gota. Este proceso esta determinado por pardmetros de control tales como la tempe-
ratura, la humedad relativa del ambiente, la tensidon superficial, la gravedad, el tamaro
de las particulas que conforman el fluido, entre otros. El proceso de evaporizacién de
la gota se produce debido a que la presidén de vapor (humedad relativa del ambiente)
no puede contener las moléculas de agua de la gota [13]. La tasa de evaporacién,
i.e. perdida de moléculas de agua, es mayor en el punto triple. Para compensar esta
pérdida de masa se genera un flujo que lleva particulas coloidales desde el centro
de la gota hacia la linea de contacto, llamados flujos capilares o flujos de Deegan
[34]. Dependiendo de los gradientes de tensidn superficial de la gota, el efecto de la
gravedad y el tamano de las particulas, se genera otro flujo que inicia en la linea de
contacto hacia el centro de la gota, de modo que hay una recirculacién de los coloides
en el interior de la gota, este tipo de flujos son denominados flujos de Marangoni [8].
Los flujos mas predominantes, en los experimentos que se presentan en este trabajo,
fueron los flujos capilares. Las gotas cuyos flujos predominantes son los capilares,
presentaran una alta concentracién de coloides en la orilla del deposito, denominada

como anillo de café. Mientras que los depésitos formados bajo la influencia de flu-
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jos de Marangoni presentan homogeneidad en las caracteristicas conformacionales
finales.

Durante el proceso de evaporizacion de la gota, se generan gradientes de tensién
superficial, debido a que la gravedad tiene un papel importante en el secado del de-
pésito. Por tanto, las caracteristicas estructurales de los patrones de las gotas secas
dependeran del angulo de inclinacion del sustrato, el cual se relaciona directamen-
te con la ecuacién de Young. Para una gota sésil esta ecuacion describe el valor de
equilibrio, el radio w y la altura z iniciales de una gota. Estas estan descritos a través
de un equilibrio de fuerzas dado por: o, = 04 + oy,c0s(0), donde oy, 0y, ¥ 05, SON las
tensiones superficiales solido-liquido, liquido-vapor y sélido-vapor, respectivamente;
y 0, es el angulo de contacto.

En la naturaleza se encuentran dos principales modos de secado. el primero es
denominado Angulo de Contacto Constante (CCA) y consiste en que el radio (r) de
contacto de la gota con el sustrato disminuye con el tiempo, pero el angulo de con-
tacto permanece invariable. En palabras simples: el angulo de contacto se mantiene
constante y la gota sigue siendo esférica, mientras que la (r) y la altura (h) disminu-
yen. En general, este modo se observa en gotas con un angulo de contacto inicial
superior a 90°. El segundo modo es el denominado, Area de Contacto Constante, 6
Radio de contacto constante (CCR). En este, el area de contacto sélido-liquido se
mantiene constante, mientras que el angulo de contacto disminuye gradualmente. En
general, este modo emerge en gotas con un angulo de contacto inicial inferior a 90°
[11].



Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1. Dispositivo Experimental

En la Fig. 2.1 se muestra el arreglo experimental utilizado para estudiar el secado
de gotas colgantes. Este consiste en dos microscopios digitales, uno lateral y otro
frontal (a), mini elevadores atados a cada micoscopio (b), una ldmpara de leds para
iluminar detras de la muestra (c), superficie de acrilico con capacidad de giro a 180°
(d), contenedores de gel de silice para controlar la actividad del agua, i.e., la presién
de vapor (e), un sensor de temperatura y de humedad relativa (f) y un dispositivo
para la captura de datos (g). Todos estos componentes estan dentro de una bolsa
transparente que sirve para aislar al sistema manteniendo visibilidad del exterior (h).
La informacion capturada por ambos microscopios fue registrada en una computadora

cada 10s con imagenes con una resolucion de 640x480 pixeles.

2.2. Preparacion de soluciones de sangre

Se utiliz6 sangre humana y agua ultrapura para preparar soluciones. La sangre se
tomé de pacientes con un ayuno de alrededor de 8 horas (los pardmetros clinicos de
los donadores se ilustran en la Tabla2.1). Posterior a la toma de la muestra, esta se

almacené en tubos Edta y se mantuvo en refrigeracion a una temperatura aproximada
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Figura 2.1: Arreglo experimental. (a) Microscopios, (b) mini elevadores, (c) lampara
de leds, (d) superficie de acrilico giratoria, (e), contenedores de gel de silice, (f) sensor
de temperatura y de humedad relativa (g) computadora, (h) bolsa transparente.

de 6°C'. Las soluciones estuvieron compuestas de sangre y agua ultrapura con una
concentracién de 40 %, 36 %, 28 %, 20%, 12% y 4% de hematocrito (HCT); lo que
equivale a una concentraciéon de 100% : 0%, 90% : 10%, 70% : 30%, 50% : 50 %,
30% : 70% y 10% : 90 % de sangre y agua ultrapura. Por ejemplo: Para una solucion
de 1mL al 4% de hematocrito, es decir, 10 % sangre y 90 % agua ultrapura, se requiere
un volumen de 900uL de agua y 100 de sangre. Una vez realizada la solucidén se
realizé el depdsito de las gotas en el arreglo experimental, bajo las condiciones que

se especifiquen en los respectivos experimentos.

2.3. Preparacion de soluciones de Proteinas

Se prepararon dos soluciones de stock: una de Albumina de Suero Bovino (BSA,
por sus siglas en inglés) y una de Cloruro de Sodio (NaCl), ambas a una concentra-
cién de 2wt %. Estas se mantuvieron en refrigeracion, en tubos de centrifuga, a una
temperatura aproximada de 6°C'. En un vial se realiz6 la mezcla, de modo que la con-
centracion de la BSA y el NaCl fueron de 1wt %. Para obtener la mezcla requerida, se

consider6 la siguiente ecuacion:

C1V = CoVs. (2.1)
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Donde C; y Vi es la concentracion y el volumen de la muestra que se extraera de
la solucién de stock, respectivamente. Cs, y V5 es la concentracion y el volumen de
la mezcla final, respectivamente. Por ejemplo, para una mezcla de, 1mL, con una
concentraciéon de 1wt %, de BSA o NaCl, el volumen extraido de la solucién de stock

se calculé a través de la solucidn de la ecuacion para V;:

Cy 1
Vi = =2V, = ~1mL = 0.5mL
1 Ol 2 2m m

De modo que para obtener el volumen de la mezcla, a esa concentracion, se requitid
extraer un volumen de 0.5m L de la solucién de stock. Una vez obtenida la mezcla se

realizo el depdsito de las gotas en el arreglo experimental.

2.4. Secado de gotas

Utilizando una micropipeta, 21 gotas de las soluciones se colocaron sobre un por-
taobjetos de Polimetilmetacrilato (PMMA) con una inclinacion de 0°. Una vez realizada
la deposicidn, el dispositivo puede rotar al sustrato hasta llegar a una inclinacion de
180°. Las gotas se evaporaron en condiciones controladas: la temperatura del sistema
se fijé en un rango de T = 25°-35°C'; y humedad relativa (HR) de 30 %-40 %.

2.5. Adquisicion de imagenes

La dinamica del secado de gotas se videograbd con dos microscopios digitales
conectados a una PC. Un microscopio digital colocado frontalmente capturé el pro-
ceso de formacidon de patrones en gotas secas. Un segundo microscopio se coloco
lateralmente y midié el angulo de contacto, el diametro de la gota y su altura durante
el secado. La informacién captada a través de estas camaras fue recopilada en la PC
mediante el programa Image;.

La adquisicién de imagenes se realiz6 con una camara Nikon (D3200) acoplada

a un microscopio (VELAB- VE-M4). La resolucién de las imagenes se colocé en 300
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ppp, creando imagenes de aproximadamente 4000 pixeles de longitud para el lado
mas largo. Las imagenes digitales completas de los patrones de gotas secas fueron
reconstruidas utilizando el software Autostitch. El secado de gotas fue analizado con
base en el dngulo de contacto, y altura, y radio de la gota a través del programa

Imagey.

2.6. Analisis de imagenes

Se estudiaron cualitativamente las estructuras de los patrones a través de proyec-

ciones tridimensionales y tratamiento de imagenes.

2.6.1. Analisis de textura basado en Estadistica de Primer Orden
(FOS)

Los parametros de textura de la estadistica de primer orden (FOS) permiten ex-
plorar la formacion de patrones en gotas secas de biofluidos. Estos parametros de
textura se calculan a través de una herramienta matematica denominada como his-
tograma de valores de intensidad de grises, la cual indica cuantos pixeles tiene una
imagen por cada tono de gris; el histograma esta definido por la siguiente ecuacion
[15]:

Ny

H(g) = N g=0,1,..,N, -1, (2.2)

donde N es el nimero de pixeles en una imagen, n, es la frecuencia para un nivel
de gris g, es decir es el numero de pixeles con valor de gris de g. Los valores de nivel
de gris van desde 0 hasta el valor N, — 1, donde 0 representa al valor minimo de tono
de grisy N, — 1 el nivel de gris més alto en una imagen.

La estadistica de primer orden utiliza los siguientes parametros de textura:
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Promedio

Normalmente la intensidad de una imagen se representa con un valor medio de
pixeles; esta cantidad se define a través de la siguiente expresion matematica:
Ny—1 Ny—1 1 Ny—1
n
= H i 4= _ an 2.3
p= Z g ; PN TN (2.3)

Desviacion Estandar

A la variacion de la intensidad alrededor del valor promedio de los pixeles se de-

nomina como Desviacion Estandar y esta dada por la siguiente ecuacion:

O’J QZ(g w)2H(g) JN Z i — p)%n;. (2.4)

=0
Frecuentemente, valores altos de rugosidad en una imagen estan asociados con

altos valores de desviacion estandar.

Densidad Integrada

La Densidad Integrada de una imagen captura la intensidad toral de los pixeles y

matematicamente esta definida por la siguiente ecuacion:
I=pu-N. (2.5)

Asimetria

Este pardmetro cuantifica la asimetria de una distribucion relativa al valor promedio
de la intensidad de los pixeles en una imagen. Matematicamente se define de la

siguiente manera:

S g wPHG) X =R SN - )
Ok (o) Nep @9
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curtosis

Este parametro se utiliza para calcular la planitud del histograma de valores de

intensidad de gris. Y se calcula a través de la siguiente expresién:

2.6.2. Matriz de co-ocurencia de Nivel de Gris (GLCM)

Una como matriz de co-ocurrencia de niveles de gris (GLCM) es una matriz que
asocia los niveles de gris de una imagen con los elementos de la matriz. El nimero
de filas y columnas de la matriz es igual al numero de niveles de gris N,. Los para-
metros de este andlisis se basan en la correlacion entre pixeles en una imagen [15].
Matematicamente, esta informacion se ingresa en los elementos p(i, j) de la matriz,
y cada uno de los elementos representan los valores de probabilidad para cambios
entre el nivel de gris ¢ y j de un desplazamiento particular d y un angulo (¢) en una

imagen. Esta probabilidad se define mediante la siguiente ecuacion:

C(i. 5)
S St O, g)

donde C(i,7) es el numero de ocurrencias de niveles de gris i y j dentro de la ven-

p(i,j) = (2.8)

tana, a un par particular de desplazamiento (d) y un angulo (¢). EI denominador es
el numero total de pares de niveles de gris (¢, j) dentro de la ventana y se encuentra
debajo de un limite superior de N,z N,. Las siguientes expresiones son utilizadas para
calcular el promedio y la desviacién estdndar para las columnas vy filas de la matriz,

usando la ecuacion de arriba,

Ng—1 Ny—1 Ng—1 Ng—1
wr= Y D ieplid), w= 0 > gpig), (29)
i=0 j=0 i=0 j=0
Ng—1 Ng—1 Ng—1 Ng—1

O = Z Z(Z_UI)QP(Zvj)w Z ]—Uy ]) (210)

i=0 j=0 i=0 j=0
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Donde v, y u, representan los promedios para las columnas y filas, respectivamente;
o, Y o, representan la variacion estandar para las columnas y filas respectivamente.
Los parametros de textura de este analisis pueden ser calculados con las ecuaciones

anteriores y se definen como sigue a continuacién:

Segundo Momento Angular

Este parametro es también conocido como la Energia y mide la homogeneidad
global en una imagen. Captura el grado de uniformidad y la tosquedad de la textura.

Matematicamente, este pardmetro se define con la siguiente expresion:

Ng—1 Ng—1
E=ASM =YY pli,j)’ (2.11)
i=0 j=0
En una imagen, valores altos de Energia indican homogeneidad, mientras que valores

bajos de este parametro indica heterogeneidad en la textura de la imagen.

Momento de Inercia

Este parametro, mejor conocido como Inercia, captura la rugosidad y la comple-
jidad de la textura en una imagen. Esta cantidad puede calcularse a través de la

siguiente ecuacién:
Ng—1 Ny—1

I=Y "> (i—j)pli,j) (2.12)

i=0 =0
Cuantos mas pixeles haya en alto contraste, mas significativo sera el momento de

inercia en una imagen.

Correlacion

Este parametro captura el grado de similitud entre los elementos de la matriz en

una direccion de fila o columna. Se calcula a través de la siguiente ecuacion:

Ng—1 Ng—l N N
COR:U: =0 Z]:O (Z.]) p(lhj) ul'uy. (2.13)

00y
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Los valores més altos de este parametro estan relacionados con regiones de nivel
de gris similares. Mientras que valores mas bajos de correlacion indican regiones de

nivel de gris diferentes.

Homogeneidad

Los valores del parametro IDM indican la homogeneidad local de una imagen. La

siguiente ecuacion define de manera matematica este parametro de textura:

Ny—1 Ny—1

IDM =YY" ﬁp(i, 7). (2.14)

i=0 j=0
Valores de IDM mas altos se asocian a imagenes con alta homogeneidad local, mien-
tras que valores de IDM més bajos son caracteristicos de imagenes que no son ho-

mogéneas.

Entropia

Este parametro se utiliza para estudiar la aleatoriedad de la textura de una imagen.

Matematicamente se expresa de la siguiente manera:

Ny—1 N,—1

i=0 j=0
Valores altos de este parametro indican regiones grandes heterogéneas, mientras
que los valores mas bajos indican regiones pequefas heterogéneas en una imagen.
El analisis cuantitativo en los patrones se realizé de la siguiente manera: Las ima-
genes seleccionadas se descompondran en escala de grises. Aplicaremos el proce-
samiento de datos estdndar en 2 pixeles e inclinacién de 0 grados para cubrir toda la

imagen. Usaremos ImagedJ para obtener los parametros de textura GLCM.
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2.6.3. Perfil Radial de Intensidad y la Intensidad Integrada

LLevamos a cabo el analisis estructural usando un perfil radial de intensidad I(r).
Esto se debe a la capacidad de esta cantidad para describir sistemas con simetria po-
lar como depdsitos de particulas de virus, macromoléculas, coloides, granos y gotas
secas. I(r) da un perfil de intensidades integradas producidas por circulos concéntri-
cos en funcién de la distancia radial. En otras palabras, cada valor de I(r) representa
la suma de la intensidad de pixeles al rededor del circulo de radio r. Para objetos 2D

esta cantidad esta dada por la siguiente expresion:

) = /0 " i(r,0)do, (2.16)

" or

donde i(r, 0) es la intensidad local de la luz contenida en un circulo de radio r. El
procedimiento practico para determinar I(r) es el siguiente: dibujamos numéricamen-
te un numero de circulos concéntricos igualmente separados. El numero de pixeles
contenidos en un elemento de area abarcado por las particulas es proporcional a
la masa contenida en ese elemento. Evaluamos este nimero de pixeles para cajas
de diferentes tamanos. Este procedimiento se sigue en varios sitios diferentes de la
imagen digital. Luego, tomamos el promedio de la cantidad de pixeles para el va-
lor correspondiente de r. Este promedio nos permite evitar los efectos de pequefias
inhomogeneidades locales y posibilita capturar las correlaciones estadisticas de la
estructura [35].

La integral del perfil de intensidad radial es comunmente conocida como la “inten-
sidad total” o la “intensidad integrada”. Esta integral se calcula sumando los valores
de intensidad de todos los pixeles dentro de un radio determinado alrededor del cen-
tro de una imagen. El resultado es una medida de la cantidad total de intensidad de
la imagen que se concentra en la regidn circular centrada en el objeto de interés. La
intensidad total es una medida util para caracterizar la distribucion de la intensidad
de una imagen y puede ser utilizada en diversas aplicaciones en campos como la
ingenieria [36]. En este documento llamamos a la “intensidad integrada” como “com-

pacidad”.
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2.6.4. Lagunaridad

La “lagunaridad” A\ es una cantidad que mide, a diferentes escalas, la heterogenei-

dad y rugosidad de una superficie. Mateméaticamente se define como:

>\=1+<%>2, (2.17)

donde o y u representan, respectivamente, la desviacion estandar y la media de la
intensidad de los pixeles en una region especifica de una imagen digital. La “laguna-
ridad” es estimada a través del método de conteo de cajas deslizantes. Esta técnica,
aplicada a imagenes digitales, se utiliza en el campo de la visién artificial para contar
el numero de pixeles dentro de una caja de lado L. El método consiste en deslizar la
caja para capturar informacion de toda la imagen digital.

Nosotros analizamos imagenes de 250x250 pixeles utilizando cajas de lado L= 2,
4,6,8,12, 16, 20, 40, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, y 240 pixeles. Para cubrir
la imagen completamente utilizamos el correspondiente nimero total de cajas: 2069,
2069, 1980, 1980, 1892, 1806, 1806, 1482, 930, 702, 506, 342, 210, 110, 42,6,y 1.
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BIOQUIMICA Paciente Sano | Paciente sano (Post COVID-19)
GLUCOSA(mg/dL) 93 93.7
UREA(mg/dL) 30 20.2
NITROGENO UREICO(BUN)(mg/dL) 14.08 9.4
CREATINA EN SUERO(mg/dL) 0.59 0.91
COLESTEROL TOTAL(mg/dL) 129 99.1
TRIGLICERIDOS(mg/dL) 66 91.8
COLESTEROL HDL(mg/dL) 475 44 .4
COLESTEROL LDL(mg/dL) 66.83 48.9
BIOMETRIA HEMATICA

LEUCOCITOS(mL) 4500 4920
ERITROCITOS(mL) 4300 5420
HEMOGOBLINA(g/dL) 12.9 15.50
HEMATOCRITO( %) 40 43
VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIA(fL) 93 80.80
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA(pg) 30 28.6
CONC. MEDIA DE HB CORPUSCULAR(g/dL) 32.3 35.4
PLAQUETAS(mL) 310000 195000
VOLUMEN PLAQUETARIO MEDIO(fI) 7.1 11.20
LINFOCITOS( %) 46 40
NEUTROFILOS( %) 42 46.6
MONOCITOS( %) 12 9.6
EOSINOFILOS( %) 0 3
BASOFILOS( %) 0 0.6
LINFOCITOS(mL) 2070 1970
MONOCITOS(mL) 540 470
EOSINOFILOS(mL) 0 150-
BASOFILOS(mL) 0 30
NEUTROFILOS(mL) 1890 2290

Tabla 2.1: Analisis clinicos de los donadores de sangre. Los valores de los pa-
rametros de la Bioquimica y Biometria Hematica corresponden a dos donadores; el
Paciente Sano fue una mujer de 32 anos de edad, mientras que el Paciente sano
(COVID-19) fue un hombre de 23 anos de edad, que presenté un cuadro de infeccion
por COVID-19 tres meses antes de que se tomara la muestra de sangre.




Capitulo 3

Gotas sesiles de sangre

En este capitulo, presentamos el estudio del efecto de la concentracién de hema-
tocrito, dispersidn de luz y volumen inicial de gota para alcanzar una alta reproducibi-
lidad en la formacién de patrones por el secado de gotas sésiles. Para encontrar las
mejores condiciones de reproducibilidad, estimamos el perfil radial de intensidad de
imagenes de gotas seésiles de sangre. Realizamos un analisis de textura basado en
la Estadistica de Primer Orden (FOS) y la Matriz de Co-ocurrencia de Nivel de Gris
(GLCM) para determinar los parametros mas eficientes para diferenciar entre grupos
de depésitos. Ademas, encontramos que, sin importar la concentracién de hemato-
crito, el area de contacto de gotas de sangre se mantiene constante a lo largo del
proceso de secado, por lo que ellas siguen el modo de Radio de Contacto Constante
(CCR). Finalmente, encontramos que un menisco bien definido en la regién central

en los depdsitos de sangre surge en pacientes Post COVID-19.

3.1. Reproducibilidad

Para alcanzar una alta reproducibilidad en los patrones de los depositos, se realizé
el secado de gotas de 3uL, a una temperatura entre 20 — 25°C' y a una humedad
relativa entre 25 — 35 %. En la Fig. 3.1 se observa un patrdén de gota seca formado con
una concentracion de 40 %HCT (0 % agua-100 % sangre). Los patrones en gotas secas

estan compuestos por una regién central con pequefias grietas aleatorias que rodean

16
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placas moviles. Esta regidn esta rodeada por una corona gruesa formada por una alta
concentracién de eritrocitos. En ella emergen grandes grietas que se prolongan hasta
la regién central. Una region periférica de suero sanguineo rodea la corona. En esta

region no se observa la presencia de eritrocitos.

Figura 3.1: Patron de gota seca de sangre. Diferentes regiones de un patrén gene-
rado por el secado de una gota sésil de sangre (V= 3uL, 40 %HCT, T=20 — 25°C', HR=
25 — 35%). La barra en color negro tiene una longitud de 2mm.

En la Fig.3.2 se observa que gotas de sangre con igual volumen inicial de gota
(3uL), concentracion de hematocrito (40 %HCT), y secadas bajo las mismas condi-
ciones de temperatura 7' = 20 — 25°C' y humedad relativa, HR = 25 — 35% generan
patrones son muy similares. Todo ellos presentan similares estructuras contenidas en
la regidn central, la corona y la regién periférica de suero.

De manera cuantitativa se realizé el perfil radial de intensidad de pixeles de los
depoésitos para estudiar la reproducibilidad, ver Fig. 3.3. Este andlisis muestra que
existe una alta correlacién en la distribucion de masa de todos los depdsitos de san-
gre generados bajo las mismas condiciones fisicas. La correlacidén entre perfiles de
distribucién de masa es mayor a 0.97 para todos los casos. Lo que implica que con
la metodologia, el disefio experimental y bajo las condiciones fisicas antes mencio-
nadas se alcanza una alta reproducibilidad en los patrones de gotas secas de sangre

con un angulo de inclinacién dé 0°.
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Figura 3.2: Patrones de gotas secas de sangre. Seis depdsitos de sangre gene-
rados bajo las mismas condiciones fisicas (V= 3uL, 40 %HCT, T= 20 — 25°C, HR=
25 — 35%). La barra en color rojo tiene una longitud de 2.98mm.

3.2. Depdsitos con diferente concentracion de hema-

tocrito

En la Fig.3.4 se muestran los patrones obtenidos en gotas secas a diferente con-
centracién de hematocrito (40 %, 36 %, 28 %,20 %, 12% y 4% HCT), con un volumen
inicial de 3uL. Cualitativamente permite estudiar el efecto de la concentracion de he-
matocrito sobre la formacién de los patrones de los depdsitos. Las estructuras (regién
central, corona y region periférica de suero sanguineo) estan presentes en los de-
poésitos a distinta concentracién de hematocrito. Cualitativamente, observamos que el
grosor de la corona incrementa con la concentracion de hematocrito, ver la Fig. 3.5.
Encontraste, el numero de grietas, el area de la regién central y el numero de placas
decrecen. Interesantemente, la region periférica de suero sanguineo desaparece a
bajas concentraciones de hematocrito.

Con un andlisis realizado a través de la Estadistica de Primer Orden (FOS) se
caracterizaron los patrones de gotas secas. En la Fig.3.6 se muestran los parametros

de esta estadistica (Promedio, Desviacién Estandar, Densidad Integrada, Asimetria y
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Figura 3.3: Perfil Radial de Intensidad. El Perfil Radial de Intensidad para seis de-
pésitos de sangre generados bajo las mismas condiciones fisicas (V= 3uL, 40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %).

Curtosis) como funcion de la concentracion de hematocrito. Se observa que las ba-
rras de error de todos los parametros de textura son relativamente pequenas. En ge-
neral, los depésitos generados con 50 % de agua bidestilada y 50 % sangre (20 %HCT)
presentan la mayor magnitud en las barras de error para la mayoria de paradmetros
de textura. El primer parametro, Promedio, genera los mejores resultados para di-
ferenciar entre patrones. En general, para este parametro las barras de error no se
traslapan. El parametro Desviacion Estandar no puede diferenciar entre grupos de
deposito. Para este pardmetro todas la barras de error se traslapan.

Utilizamos los parametros de textura de la Matriz de Co-ocurrencia de escala de
gris (GLCM) para la caracterizaciéon de los patrones de gotas secas de sangre. La
Fig.3.7 muestra los pardmetros de textura de GLCM (Energia, Inercia, Correlacién,
Homogeneidad y Entropia) como funcion de la concentracion de hematocrito. Se ob-
serva que las barras de error de todos los parametros de textura son ligeramente
mayores que las observadas con los parametros de la Estadistica de Primer Orden

(FOS). Ademas, los depdsitos generados con 50 % de agua ultrapura y 50 % san-
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Figura 3.4: Gotas secas a diferente concentracion de hematocrito. Depdsitos de
sangre generados a diferente concentracion de hematocrito 40 %, 36 %, 28 %,20 %,
12% y 4% HCT, (V= 3uL, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %). La barra en color rojo tiene
una longitud de 2.88mm.

gre (20 %HCT) presentan la mayor magnitud en las barras de error para la mayoria
de parametros de textura. Para este conjunto de parametros de textura, la Entropia
Configuracional genera los mejores resultados para diferenciar entre patrones. Los
depositos generados tanto con 28 % HCT (30 % agua ultrapura y 70 % sangre) y 4 %
HCT(90 % agua ultrapura y 10 % sangre) tienen los mismos valores de Entropia. Este
es un resultado que esté en concordancia con la literatura, la cual dice que un mismo
valor de un parametro de textura puede ser encontrado para patrones completamente
diferentes, por lo que existe la necesidad de medir mas de un pardmetro de textura
para poder diferenciar entre grupos.

De los resultados anteriores se concluye que los parametros de textura de Entro-
pia y Promedio son excelentes candidatos para caracterizar y diferenciar entre grupos

de depdsitos de sangre.
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Figura 3.5: Patrones en gotas secas a diferente concentracion de hematocrito.
Acercamiento a depésitos generados con 40 %, 20 %, y 4 % HCT, (V= 3uL,T=20—25°C,
HR= 25 — 35 %). La barra en color negro tiene una longitud de 1.41mm.

3.3. Formacidén de patrones en gotas sésiles de san-

gre

En la Fig. 3.8 se presenta el proceso de secado de una gota de sangre, con una
concentracién de 0% agua 'y 100 % sangre (40 %HCT). La formacién de patrones tiene
tres etapas. En la primera, la gota se ancla al sustrato e inicia su proceso de evapo-
racion. En los instantes finales de esta etapa, se observa la formacion de la corona
derivado de los flujos Capilares. En la segunda etapa se produce una reduccién ra-
pida sobre el interior del depdsito. Finalmente, en la tercera etapa se puede ver la
formacién de grietas y de placas moviles.

Los parametros de la Estadistica de Primer Orden (FOS) permiten explorar la for-
macion de los patrones durante el tiempo de secado de las gotas de sangre. En la Fig.
3.9. se observan los parametros de textura (Promedio, Desviacion Estandar, Densidad
Integrada, Asimetria y Curtosis) en funcion del tiempo total de secado de los dep6-
sitos de sangre, de una solucién de 40 %HCT (0 % agua bidestilada y 100 % sangre).
Los parametros Promedio, Densidad Integrada y Asimetria cuantifican el proceso de
formacion de patrones durante el secado de gotas.

Analogamente, los pardmetros de la estadistica basada en la Matriz de Co-ocurrencia
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Figura 3.6: Estadistica de Primer Orden (FOS). Parametros de textura de FOS (Pro-
medio, Desviacidén Estandar, Densidad Integrada, Asimetria y Curtosis) como funcién
de la concentracién de hematocrito (V= 3uL,T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %). Las barras
de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 6.

de escala de Grises (GLCM) permiten explorar la formacion de los patrones en las
gotas secas de sangre. En la Fig. 3.10 se muestra la dindmica de estos parametros
de textura como funcién del tiempo total de secado de un depésito de sangre a una
concentracién de 0 % agua bidestilada y 100 % sangre (40 %HCT). En este analisis se
observa que la Entropia configuracional es el parametro mas sensible para cuantificar
el proceso de formacién de patrones. Este parametro tiene la capacidad de develar el
proceso de remocidn, el cual consiste en la separacion del depésito con el substrato.
Ademas, tiene una alta sensibilidad a la aparicién de la corona que surge en los ins-
tantes finales de la segunda etapa. Para todos los conjuntos de depdsitos formados
con diferente concentracion de agua ultrapura se observaron resultados similares.
Por otro lado, en la Fig. 3.11 se observa la dindmica del angulo de contacto, la
altura y el diametro de la gota. El angulo de contacto y la altura de la gota disminu-

yen, mientras que el radio del deposito permanece constante durante el proceso de
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Figura 3.7: Matriz de Co-ocurrencia de escala de gris (GLCM). Parametros de tex-
tura de GLCM (Energia, Inercia, Correlacion, Homogeneidad y Entropia) como fun-
cién de la concentracion de hematocrito (V= 3uL, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). Las
barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 6.

secado. Eso cumple con el modelo de secado CCR, el cual surge para gotas con un
angulo de contacto menor a noventa grados, lo que favorece la formacién de flujos
capilares y el efecto de anillo de café.

Finalmente, como prueba de concepto para validar nuestra metodologia de seca-
do de gotas, se realizaron depdsitos de gotas de sangre de pacientes clinicamente
sanos. Se encontrd que las gotas de sangre de los donadores que padecieron COVID-
19 tres meses antes del experimento, mostraban un menisco bien definido en la regién
central de la gota, asi como diferencias en las estructuras generadas durante el pro-
ceso de secado de gotas, ver la Fig.3.12. Ademas, se encontré que estos depdsitos
presentan una significativa reduccién entre el nimero de grietas y en las partes mévi-
les. Una posible explicacién para este fendmeno son los desérdenes de coagulacion
asociados con la infeccion de COVID-19.

El efecto del volumen inicial de gota sobre la formacién de patrones en gotas
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Figura 3.8: Formacion de patrones a partir del secado de gotas sésiles de san-
gre. Diferentes etapas del proceso de secado de una gota de sangre (V= 3ulL,
40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). La barra en color negro tiene una longitud
de 3.2mm.

secas de sangre, para un paciente que padecié COVID-19, se muestra en la Fig.3.13.
Claramente, no hay diferencias significativas en la estructura de depdsitos generados
en un amplio intervalo de volumenes 3 — 12 L. El menisco se preserva en todos los
depodsitos, mientras que el numero de grietas y de partes moéviles solo incrementan

con un alto volumen de gota (6u.L).
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Figura 3.9: Analisis del secado de gotas usando FOS. Evolucién temporal de los
parametros de textura de FOS (Promedio, Desviacion Estandar, Densidad Integrada,
Asimetria y Curtosis) durante el secado de gotas de sangre (V= 3uL, 40 %HCT, T=20—
25°C, HR= 25 — 35 %).
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Figura 3.10: Analisis del secado de gotas usando GLCM. Evolucion temporal de
los parametros de textura de GLCM (Energia, Inercia, Correlacién, Homogeneidad y
Entropia) durante el secado de gotas de sangre (V= 3uL, 40 %HCT, T=20—25°C, HR=
25 — 35 %).

Figura 3.11: Modo de secado. Angulo de contacto y la altura como funcién del tiempo
durante el secado de una gota de sangre (V= 3uL, 40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25 —
35 %). Recuadro: La correspondiente evolucién temporal del radio de la gota.
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Figura 3.12: Depoésitos de sangre de donadores que padecieron Covid-19. (a)
Gotas secas de paciente sano. (b) Gotas secas de paciente Post COVID-19 (V= 3uL,
40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %). La barra en color rojo tiene una longitud de

3.23mm.
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Figura 3.13: Patrones formados a diferente volumen inicial de gota. Depdésitos de
paciente Post COVID-19 producidos a diferente a volumen (V=3 — 24uL, 40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %). Las barras en color rojo, morado, azul y verde tienen
una longitud de 3.59, 3.49, 5y 5.66mm, respectivamente.



Capitulo 4

Gotas colgantes de sangre

En este Capitulo, presentamos el estudio de la formacién de patrones generados
por el secado de gotas colgantes de sangre con diferente volumen inicial (V=3 —
24, L). Encontramos que emergen dos grupos de depdsitos: gotas secas con simetria
radial (Grupo 1) y gotas secas con deposicién lateral de suero sanguineo (Grupo II).
La deposicidn lateral surge del colapso de la gota inducido por la aglomeracién de
hematocrito en el apice de la gota. Sin importar el volumen inicial de gota, el angulo
de contacto critico para el colapso es 11 grados menor al &ngulo de contacto inicial.
Finalmente, probamos que la masa contenida en una gota favorece a la apariciéon del

modo de secado inestable.

4.1. Resultados

El secado de gotas colgantes de sangre induce la formacidén de dos grupos de de-
pésitos que comparten muchas similitudes estructurales, ver la Fig.4.1. Ambos estan
compuestos por una region central de alta concentracion de eritrocitos, y una coro-
na de baja concentracidn. La regién central se produce una estructura, en forma de
dendrita, compuesta por grietas negras interconectadas. La corona contiene grietas
radiales blancas y grietas negras ortonormales. Interesantemente, no observamos la
formacion de placas méviles en la regidn central. La mayor diferencia entre los gru-

pos de gotas secas de sangre es una deposicion lateral compuesta mayormente por

29
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suero sanguineo, ver imagenes de grupo Il en la Fig.4.1b.

Figura 4.1: Depositos formados por el secado de gotas colgantes de sangre.
(a) Grupo |. Gotas secas que no presenta colapso. (b) Grupo Il. Gotas secas que
presentan colpaso. V= 3uL, 40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25— 35 %. las barras en color
negro, rojo y verde tienen una longitud de 2.92, 2.06 y 1.09mm, respectivamente.

La Fig.4.2a muestra la proyeccion tridimensional de los depésitos de sangre. Las
regiones en color rojo muestran la formacion de estructuras dendriticas en la region
central, mientras que las regiones en verde corresponden a zonas de baja concen-
tracion de eritrocitos en la corona. La protuberancia del depdésito del grupo Il en color
azul confirma la ausencia de eritrocitos. Para cuantificar la distribucién espacial de
eritrocitos, medimos el perfil de intensidad radial. La Fig.4.2b. muestra que, aunque
las curvas de I(r) de ambos depdésitos tienen una distribuciéon de masa muy semejan-
te, los perfiles muestran diferencias estructurales en la regién central de las dendritas
(de r/rq = 0 ar/ro = 0.2). Ademas, cerca de r/r, = 1 observamos un menisco, en
el perfil correspondiente a la gota seca colapsada. Interesantemente, este pequefio
menisco y la similitud entre las curvas de la compacidad de ambos depésitos confir-
man una baja concentracion de eritrocitos en la deposicién lateral (ver recuadros de
la Fig.4.2b.

La Fig.4.3 muestra el proceso de formacion de patrones del Grupo |. Primero, la

gota se ancla al sustrato, los flujos capilares arrastran a las células del centro de la
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Figura 4.2: Analisis estructural de gotas secas de sangre. (a) Proyeccion tridimen-
sional de depésitos de gotas colgantes de sangre. Izquierda: Grupo |. Gota seca que
no presenta colapso. Derecha: Grupo Il. Gota seca que presenta colapso. V= 3uL,
40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %. (b) El correspondiente Perfil de Densidad Ra-
dial I(r) de los depdsitos en (a). La linea amarilla indica la deposicion lateral. En el
recuadro se muestra la compacidad C'(r) correspondiente a las gotas secas en (a).

gota hacia la periferia (imagen a) i y ii). Al mismo tiempo, las células rojas se aglome-
ran en el dpice de la gota (imagen b) i y ii). La evaporacion genera una reduccion de la
tensidn superficial, permitiendo que la fuerza de gravedad actie con mayor influencia
sobre la gota. Como resultado de este proceso, la gota colgante adquiere la tipica
forma de campana (ver imagen c) i y ii). Simultaneamente, la gelacion permite la for-
macion de grietas negras radiales que emergen de la periferia hacia la regién central
de la gota (imagen c)-d) i y ii). Las grietas blancas surgen de la separacién de placas
méviles de la corona (imagen e)-f) i y ii). Después, el liquido de la region central se
evapora (imagen @) i y ii) y las grietas ortonormales emergen abruptamente. Final-
mente, la estructura dendritica aparece durante el proceso de desecacion (imagen h)
iy ii).

La Fig.4.4 muestra que el proceso de la formacién de los depésitos del Grupo I

es muy similar al del grupo |. La gota colgante se ancla al sustrato, y los eritrocitos
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se aglomeran en la linea de contacto triple (imagen a) i y ii). Sin embargo, durante la
evaporacion, la reduccion de la tension superficial genera un desbalance con la fuerza
de gravedad. Esto puede resultar en una aglomeraciéon no uniforme de eritrocitos en
el apice de la gota y la formacion de un menisco (imagen b) i y ii). Durante la evapo-
racion, el menisco crece hasta que colapsa (imagen c) i y ii), generando un flujo radial
de suero sanguineo sobre el sustrato (imagen d)-e) iy ii). Después, la gelacion permi-
te la formacion de grietas, mientras que el recubrimiento lateral de suero incrementa
(imagen f)-g) i y ii). Finalmente, durante la desecacién observamos la formacién del
resto de estructuras que dan las caracteristicas Unicas a cada depdésito (imagen h) iy
ii).

La Fig.4.5a muestra patrones formados en gotas secas de sangre con diferente
volumen inicial de gota. Ambos grupos de depédsitos presentan estructuras similares
sin importar el volumen. Se observa que el numero de grietas blancas radiales de la
corona incrementa a medida que incrementa el volumen inicial de la gota, mientras
que el numero de placas en la region central disminuye. Interesantemente, la protube-
rancia del suero sanguineo de las gotas del Grupo Il incrementa de tamafno como el
volumen inicial. Caracterizamos la textura de los depésitos de ambos grupos a través
de la lagunaridad. La Fig.4.5b muestra que el logaritmo natural de la lagunaridad in(\)
decrece como funcion del logaritmo natural del tamafio de caja normalizado in(¢). En
la gréfica, se pueden observar dos grupos de cuatro curvas claramente diferenciables
correspondientes a los dos grupos de depdsitos. La curva a 3L muestra la lagunari-
dad maxima (In(A\) = 1.89) para depoésitos del grupo 2 a In(e) = —3.68, mientras que
la curva a 12uL alcanza el menor valor (In(\) = 1.56). El valor maximo de in()\) se
observa a 6L (In(\) = 2.08), mientras que el menor se obtiene a 24uL (In(\) = 1.82).

Exploramos el proceso de secado de gotas a través del angulo de contacto, el
didametro y la altura de la gota. Encontramos que es posible medir un conjunto de
parametros criticos antes de que se produzca la inestabilidad en la gota que genera su
colapso. La Fig.4.6a muestra, en negro, los valores calculados del angulo de contacto
inicial como funcidn del volumen inicial de gota para los depdsitos colgantes del Grupo

Il. El valor m&ximo del dngulo de contacto inicial es de 61.0833° y se alcanza a un
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volumen inicial de gota de V' = 6uL, mientras que el valor minimo es de 51.125° y se
logra a un volumen V' = 24uL. En contraste, en color rojo, se presentan los valores
del angulo de contacto critico en funcion del volumen inicial de gota de los depésitos
colgantes del Grupo Il. El valor maximo de angulo de contacto critico 49.4° se alcanza
a un volumen inicial de gota de VV = 6uL, mientras que el valor minimo 40.5° del
angulo critico se logra a un volumen V' = 24uL.

En la Fig.4.6b se ilustra el comportamiento de la diferencia entre los valores del
angulo de contacto inicial con los valores del angulo de contacto critico (¢; — 6.) como
funcién del volumen inicial de gota. Este valor indica que entre el &ngulo de contacto
inicial y el angulo de contacto critico existe una diferencia de alrededor de 12°, entre
depositos del mismo volumen inicial. El angulo de contacto inicial el de mayor valor e
indica que antes de que se presente la inestabilidad en el secado de gota, el angulo
de contacto inicial disminuye en funcion del tiempo de secado, hasta alcanzar el valor
del angulo de contacto critico.

Definimos a la altura critica y al diametro critico como la longitud de la altura y el
diametro correspondientes antes de que inicie la inestabilidad en la gota. La Fig.4.7a
muestra que la altura de la gota incrementa en funcién del volumen inicial (negro).
Mientras que, la altura critica reduce. En la Fig.4.7b se muestra que, para los depdsi-
tos del Grupo I, el didametro inicial de la gota incrementa como funcién del volumen
inicial de gota (color negro). En contraste, los valores del didmetro critico de la go-
ta incrementan (color rojo). Se observa que no hay diferencias significativas entre el
diametro inicial y el diametro critico de gota, lo que implica que para cada conjunto
de depésitos del mismo volumen, el diametro inicial se mantiene constante durante el
secado.

Una pregunta interesante es conocer la ocurrencia del fenébmeno de colapso du-
rante la formacién de patrones por el secado de gotas de sangre colgantes. La Fig.4.8
muestra que la frecuencia relativa de aparicion de depositos del Grupo Il incrementa
con el volumen inicial de gota. Gotas de sangre de 3. L presentan muy poca baja pro-
babilidad de colapso, mientras que a 24uL practicamente todas las gotas presentan

este fendbmeno.
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Finalmente, exploramos el efecto de la concentracién de componentes en sangre
sobre el fendbmeno de colapso de la gota. La Fig.9a muestra los depésitos de sangre
con dos concentraciones de hematocrito (20 % y 4 %) a diferente volumen inicial de
gota. La Fig.9b muestra el perfil de intensidad radial de las estructuras en la Fig.9a.
Encontramos que en estos depdsitos no se observa la deposicidn lateral de suero
sanguineo. En cambio, se observa que las estructuras de depdésitos al 20 % de he-
matocritos presentan grandes grietas que emergen del anillo de café hacia el centro
de la gota. A simple vista se observa que el nimero de estas estructuras y de placas
moviles incrementa con el volumen inicial de gota. Las curvas de I(r) en la regién
central (de r/r, = 0 a 0.8 ) confirman una alta diferencia morfolégica entre patrones
de gotas secas con 20 % HCT. En contraste, depositos con 4 % son similares, ver los
correspondientes perfiles de I(r) en la Fig.9b. Estos depdsitos estdn compuestos por
un anillo de café y una region central la cual contiene un conglomerado circular de eri-
trocitos. Ambos conjuntos de gotas secas no muestran la deposicion lateral de suero

sanguineo.
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Figura 4.3: Formacion de depdésitos de gotas colgantes de sangre. Grupo | (a)
Imagenes laterales del proceso de secado de una gota que no presenta colapso. (b)
Las correspondientes imagenes frontales del proceso de secado. V= 6uL, 40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %. Las barras en color negro y rojo tienen una longitud de
3.73 y 3.08mm, respectivamente.
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Figura 4.4: Formacion de depositos de gotas colgantes de sangre. Grupo Il (a)
Imagenes laterales del proceso de secado de una gota que presenta colapso. (b)
Las correspondientes imagenes frontales del proceso de secado. V= 12uL, 40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %. Las barras en color negro y rojo tienen una longitud de
5.19 y 4.85mm, respectivamente.
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Figura 4.5: Depositos de gotas colgantes de sangre con diferente volumen ini-
cial. Panel superior: Imagenes frontales de gotas de Grupo I. Panel Inferior: Image-
nes frontales de gotas de Grupo Il. V=3, 6, 12 y 24uL; 40 %HCT, T=20 — 25°C, HR=
25 — 35 %. Las barras en color rojo, morado, azul y verde tienen una longitud de 2.98,
3.77, 4.4y 5.8mm respectivamente. (b) El logaritmo natural de la lagunaridad in(\) co-
mo funcion del logaritmo natural del tamarfio de caja normalizado In(¢). El color negro
y violeta corresponden a las lagunaridades del Grupo | y I, respectivamente.
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Figura 4.6: Angulo de contacto inicial. (a) Angulo de contacto inicial (negro) y an-
gulo de contacto critico (rojo) como funcion del volumen inicial de gota. (b) Diferencia
relativa entre angulos de contacto como funcién del volumen inicial de gota (40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). Las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar de n = 4.
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Figura 4.7: Altura y diametro de gota. (a) Altura inicial de la gota (negro) y altura
critica (rojo) como funcién del volumen inicial de gota. (b) Diametro inicial de la gota
(negro) y Diametro critico (rojo) como funcién del volumen inicial de gota (40 %HCT,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). Las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar de n = 4.
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Figura 4.8: Frecuencia relativa de aparicion de depdsitos del Grupo Il Frecuencia
relativa de aparicidon de colapso durante el secado de gotas colgantes de sangre
(40 %HCT, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %).
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Figura 4.9: Depdsitos con diferente concentracion de hematocrito Panel superior:
Depositos de gotas colgantes de sangre con 20 %HCT. Panel Inferior: Depdsitos de
gotas colgantes de sangre con 4 %HCT (T=20 — 25°C', HR= 25 — 35 %). Para los depé-
sitos secos con una concentracion de 20 % HCT las barras de color rojo, morado, azul
y verde tienen una longitud de 2.99, 3.54, 4.69 y 5.49mm, respectivamente. Las gotas
secas con una concentracion de 4 %HCT. Las barras en rosa, morado claro, celeste y
verde claro tienen una longitud de 2.89, 3.68, 4.68 y 5.48mm, respectivamente. (b) Las
correspondientes curvas de [(r) de (a).



Capitulo 5

Gotas colgantes de proteinas

La literatura prueba que es el estudio de soluciones de proteinas es un buen punto
de partida para comprender los complejos procesos que emergen durante el secado
de gotas de biofluidos. En este Capitulo, reportamos el estudio de la formacién de
patrones en gotas colgantes de Albumina de Suero Bovino (BSA, por sus siglas en
inglés) con diferente volumen inicial (V=3 — 12uL). Una gran diversidad de patrones
surge en el interior de los depdsitos: crucetas, crucetas con helechos, estructuras en
forma de agujas y estaca de cristal en forma de prisma (unidas al anillo), agujas con
helechos, agujas internas, agujas con agregado amorfo, cristales arborescentes rami-
ficado, semi-estrellas de cristales, agregados amorfos, agujas ramificadas y estacas
de cristales en forma de prisma. El perfil radial de intensidad y la compacidad mues-
tran un incremento en la concentracién de masa en la region central de los depdésitos,
mientras que la intensidad media de pixeles muestra un incremento en depdsitos
generados en gotas colgantes. A través del angulo de contacto, el radio y la altura
caracterizamos el secado de gotas. Encontramos que, sin importar el volumen inicial
de gota, el area de contacto de gotas de proteina se mantiene constante a lo largo del
proceso de secado, por lo que ellas siguen el modo de Radio de Contacto Constante
(CCR).

42
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5.1. Resultados

La Fig.5.1 muestra los depésitos formados a partir del secado de gotas sésiles
y colgantes de proteinas. Encontramos una alta diversidad de estructuras en ambos
grupos de depésitos.

Las gotas sésiles de proteinas a V' = 3uL producen crucetas, estructuras en for-
ma de agujas (unidas al anillo de café), crucetas con helechos, agujas con helechos,
agujas internas, cristales arborescentes ramificados, agujas con agregados amorfos,
semi-estrellas de cristales, agujas ramificadas, estacas de cristales en forma de pris-
mas y agregados amorfos; mientras que las gotas colgantes generan crucetas, es-
tructuras en forma de agujas (unidas al anillo de café), crucetas con helechos, agujas
con helechos, agujas internas y agregados amorfos.

Los patrones en depdésitos de gotas sésiles a V' = 6L estan formados por cruce-
tas, estructuras en forma de agujas (unidas al anillo de café), agujas internas, cristales
arborescentes ramificados, semi-estrellas de cristales, agujas ramificadas, estacas de
cristales en forma de prisma y agregados amorfos; mientras que los patrones en de-
pésitos de gotas colgantes contienen crucetas, estructuras en forma de agujas (uni-
das al anillo de café), crucetas con helechos, agujas internas, cristales arborescentes
ramificados, agujas con agregados amorfos y agregados amorfos.

En gotas secas sésiles a V = 9uL se observan estructuras en forma de agu-
jas, crucetas, semi-estrellas de cristales, estacas de cristales en forma de prisma y
agregados amorfos; mientras que en gotas secas colgantes encontramos crucetas y
estacas de cristal en forma de prisma (unidas al anillo), agujas con helechos, cristales
arborescentes ramificados, agujas con agregado amorfo, semi-estrellas de cristales y
agregados amorfos.

Las gotas sésiles a V' = 12uL promueven la formacién de crucetas, estacas de
cristal en forma de prisma (unidas al anillo), crucetas con helechos, cristales arbores-
centes ramificados, semi-estrellas de cristales, estacas de cristales en forma de pris-
ma y agregados amorfos; mientras que en depdsitos generados por gotas colgantes

observamos crucetas, estructuras en forma de agujas y estacas de cristal en forma
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de prisma (unidas al anillo), agujas con helechos, cristales arborescentes ramificados,
agujas con agregado amorfo, semi-estrellas de cristales y agregados amorfos.

A altos volumenes iniciales de gota sésil (V' = 15uL) se induce la formacion de
crucetas, estructuras en forma de agujas (unidas al anillo), agujas con helechos, agu-
jas internas, cristales arborescentes ramificados, agujas con agregado amorfo, semi-
estrellas de cristales, estacas de cristales en forma de prisma y agregados amorfos;
mientras que gotas colgantes producen crucetas, estructuras en forma de agujas (uni-
das al anillo), crucetas con helechos, agujas con helechos, agujas internas, cristales
arborescentes ramificados, agujas con agregado amorfo, semi-estrellas de cristales y

agregados amorfos.

Figura 5.1: Depdsitos de proteinas generados con diferente volumen inicial de
gota Panel superior: Depoésitos de gotas sésiles de proteinas. Panel Inferior: Dep6-
sitos de gotas colgantes de proteinas (¢=1wt %, V=3, 6, 9, 12y 15 puL, T=20 — 25°C,
HR= 25 — 35%). En promedio las gotas secas con volumen inicial de gota de 3, 6,
9, 12y 15uL tienen un didmetro de 2.64, 3.44, 3.87, 4.47 y 5.05mm, respectivamente.
Las barras en color rojo, morado, azul, verde y amarillo tienen una longitud de 2.1,
2.86, 3.19, 3.55 y 4.07mm, respectivamente. Las barras en color rosa, morado claro,
celeste, verde claro y naranja tienen una longitud de 2.14, 2.93, 3.19, 3.69 y 4.09mm,
respectivamente.

El perfil radial de intensidad y la compacidad muestran que, sin importar el vo-
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lumen inicial de gota, los depdsitos muestran un incremento de masa en la region
central de gotas colgantes, ver la Fig.5.2. La mayor diferencia en la distribucién de
masa de depdsitos se observa a V' = 3ulL, mientras que la menor se presenta a
V = 12uL. Los picos prominentes corresponden a la formacion del anillo de café, el
cual no se inhibe en gotas colgantes. La Fig.5.3 muestra que los valores medios de
la intensidad de pixeles incrementan significativamente en depdsitos generados por

gotas colgantes.

Figura 5.2: Perfil radial de intensidad y la compacidad. Perfil radial de intensidad
(Panel superior) y la compacidad (Panel Inferior) como funcién del volumen inicial
de gota de gotas sésiles y colgantes de proteinas (¢=1wt %, V=3, 6, 9, 12 y 15uL,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %).

Figura 5.3: Valores medios de la intensidad de pixeles. La media de la intensi-
dad de pixeles como funcién del volumen inicial de gota para depdsitos de proteinas
(p=1wt %, V=3, 6, 9, 12y 15uL, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). Las barras de error
corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Angulo de contacto

La Fig. 5.4 muestra que el angulo de contacto (¢) decrece en funcién del tiempo
de secado (t/t,). Esta tendencia se preserva en cada uno de los volimenes iniciales
(3uL, 6uL, 9uL, 12uL y 151 L) de las gotas colgantes (dngulo de inclinacién de 180°),
para depositos de la solucién de BSA(1wt %) y NaCl(1wt %). Se observa que el valor
mayor de angulo de contacto inicial (64°) se da con un volumen inicial de gota de
(12uL), mientras que el menor (51.5°) se encuentra con un volumen inicial de gota de
3uL. Por otro lado, el mayor valor de angulo de contacto final (18.5°) se da con un
volumen inicial de gota de 3..L, mientras que el valor de angulo final menor (10.5°) se

encuentra con un volumen inicial de gota de 15uL.
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Figura 5.4: Angulo de contacto (¢). Angulo de contacto como funcién del tiempo de
gotas de colgantes de proteinas (¢p=1wt %, V=3, 6, 9, 12 y 15uL, T=20 — 25°C, HR=
25 — 35%).

Altura

En la Fig.5.5 se muestra la dindmica de la altura (h/ho) de las gotas colgantes, con
diferentes volumenes iniciales (3uL, 6uL, 9uL, 12uL y 151 L); este parametro decrece
como funciéon del tiempo de secado (t/t,), para cada volumen inicial de gota de una
solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %).
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Figura 5.5: Altura. Altura como funcién del tiempo de gotas de colgantes de proteinas
(p=1wt %, V=3, 6,9, 12y 15uL, T=20 — 25°C,, HR= 25 — 35 %).

Diametro

En la Fig.5.6 se observa que el didmetro (d/d,) de las gotas colgantes se man-
tienen constante como funcién del tiempo total de secado (¢/t,), para todos los vo-
[imenes iniciales de gota (3uL, 6L, 9ulL, 12uL y 15uL), de depdsitos colgantes (a
un angulo de inclinacién de 180°, de la solucion de proteina (BSA 1wt %) y sal (NaCl
1wt %).

Angulos de contacto iniciales

En la Fig. 5.7 se muestra la dinamica de los angulos iniciales de gota (6;) como
funcién del volumen inicial de gota colgante de proteinas ('), para gotas secas con
una configuracion colgante (angulo de inclinacién de 180°), de una solucion de BSA
(1wt %) y NaCl (1wt %). El valor mayor de angulo de contacto inicial (62°) se presenta
a un volumen inicial de gota de 12uL. Mientras que el valor minimo de angulo de

contacto inicial (50.5°) se da a un volumen inicial de gota de 15uL.
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Figura 5.6: Diametro. Diametro como funcién del tiempo de gotas de colgantes de
proteinas (¢p=1wt %, V=3, 6,9, 12y 15uL, T=20 — 25°C, HR= 25 — 35 %).

Tiempo de vida de gota

La Fig.5.8 muestra el tiempo de vida de las gotas colgantes como funcion del
volumen inicial de gota, para depdsitos de una solucion de BSA a una concentracion
del 1wt % y NaCl con una concentracién de 1wt %. El tiempo promedio maximo de
secado (3376.6 segundos) se presenta a un volumen inicial de gota de 15u.L, mientras
que el tiempo promedio minimo de secado (1475 segundos) se da a un volumen inicial
de gota de 3uL.

Para escudrifar las diferencias morfolégicas dentro depdsitos de gotas sésiles y
colgantes identificamos las estructuras que anidan en los patrones de gotas secas
y medimos sus dimensiones. Encontramos una alta diversidad de estructuras tales
como: crucetas, crucetas con helechos, estructuras en forma de agujas y estacas de
cristal en forma de prisma (unidas al anillo), agujas con helechos, agujas internas,
agujas con agregado amorfo, cristales arborescentes ramificados, semi-estrellas de
cristales, agregados amorfos, agujas ramificadas y estacas de cristales en forma de

prisma.
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Figura 5.7: Angulos de contacto inicial (9;). 6; como funcién del volumen inicial
de gota colgante de proteinas (¢ = 1wt %, V=3, 6, 9, 12y 15uL, T=20 — 25°C, HR=
25 — 35%). Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 3.

1. Crucetas

Las crucetas son agregados que se forman en el secado de gotas en ambas con-
figuraciones. En el caso de las gotas colgantes, al incrementar el volumen inicial de
gota (6-121.L), el nimero de estos agregados en el depdsito presenta un aumento. Sin
embargo, a un volumen muy alto (15L) el numero de cruces disminuye, debido a que
se forman otro tipo de agregados. Para los depdsitos secados en una configuracion
sésil, el nUmero de crucetas incrementa en relacion con el volumen inicial de gota. En
la Fig. 5.9a se muestra que las crucetas estan conformadas por un eje mayor(color
dorado) y uno menor (color amarillo claro). En general, en gotas sésiles los ejes de
las crucetas son similares.

La Fig. 5.9b muestra, en negro, el eje mayor de las crucetas de las gotas colgantes
en relacidn con el eje mayor de las crucetas de las gotas sésiles, L., como funcion del
volumen inicial de gota, para depdésitos de solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %).
El valor maximo de esta relacién (1.34766) se alcanza en V = 15uL, mientras que el
valor minimo de esta relacion (0.73244) se alcanza a V' = 3uL. En rojo se muestra el

cociente entre el eje menor de las crucetas de las gotas colgantes y el eje menor de
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Figura 5.8: Tiempo de secado. Tiempo de vida secado de la gota colgante de pro-
teina como funcién del volumen inicial de gota (¢ = 1wt%, V=3, 6, 9, 12 y 15uL,
T=20 — 25°C, HR= 25 — 35%). Las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar de n = 3.

las gotas sésiles, A.., como funcion del volumen inicial de gota, para soluciones de
BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). El valor maximo de este cociente (1.8127) se obtiene a
V = 6uL, mientras que el valor minimo (0.79397) se alcanzaen V' = 3u L. Observamos
que no hay diferencias significativas entre los diferentes valores de las relaciones de
las dimensiones de las crucetas, para esta concentracion en todos los volimenes

iniciales de gota.

2. Crucetas con helechos

Enla Fig. 5.10a se muestra que este agregado esta conformado por una estructura
cristalina en forma cruz con un agregado ramificado en uno de sus ejes (los ejes
mayores se observan en color dorado, mientras que los ejes menores se remarcan en
color amarillo claro). Este agregado tiene una mayor frecuencia de aparicién en gotas
colgantes que en gotas sésiles. La longitud de los ejes no cambia abruptamente en
relacion con el incremento del volumen. No obstante, la longitud del helecho tiende a

incrementar a medida que se aumenta el volumen inicial de gota.
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La Fig. 5.10b muestra, en negro, el cociente entre el eje mayor de las crucetas de
los depdsitos colgantes y el eje mayor de las crucetas formadas en los depésitos sé-
siles, L., como funcion del volumen inicial de gota. El valor maximo de este cociente
(14.53433) se presenta en V' = 6uL. Mientras que el valor minimo de esta relacién
(0) se alcanza en V = 9uL. En color azul se muestra el cociente del eje mayor de
la estructura ramificada de las crucetas en los depdsitos colgantes con el eje mayor
del helecho de las crucetas en las gotas secas sésiles. El valor maximo (17.54468) se
alcanzé en V = 6uL y el valor minimo (0) se obtuvo en V' = 9u L. En rojo se muestra el
cociente entre el eje menor de las crucetas en los depdsitos colgantes y el eje menor
de las estructuras de los depdésitos sésiles, A, y. El valor maximo (17.97568) se alcan-
za enV = 6uL. Mientras que el valor minimo (0) se logra en V' = 9ulL. Se observa
gue no hay diferencias significativas entre los distintos valores de las dimensiones de
este tipo de agregados formados en gotas secas de solucién de BSA (1wt %) y NaCl

(1wt %) para todos los volumenes iniciales de gota.

3. Estructuras en forma de agujas y estaca de cristal en forma de prisma (unidas

al anillo)

Las estructuras en forma de agujas y estacas de cristal en forma de prisma surgen
del anillo de café. Las estructuras en forma de aguja son largas con un crecimiento
orientado al interior del depésito (ver la Fig. 5.11b, en color dorado se indica el largo
y en color amarillo claro el ancho de este agregado). Las estructuras con forma de
prisma son estacas cortas y mas anchas (ver la Fig. 5.11a), en color dorado se indica
el largo y en color amarillo claro el ancho de este agregado). En gotas colgantes las
estructuras en forma de aguja son predominantes. Por otro lado, en gotas sésiles
las estructuras en forma de estaca de cristal son predominantes. Las estructuras en
forma de aguja son caracteristicas de gotas con un volumen de 3 — 9uL. Mientras
que gotas secas con volumen mayor a 9uL surgen las estacas de cristal en forma
de prisma. Debemos remarcar que solo se contabilizaron agregados cuya longitud es
mayor al grosor del anillo de café.

En la Fig.5.11 c¢) se presentan, en negro, el cociente entre el eje mayor de las
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aguijas en las gotas colgantes y el eje mayor de las agujas formadas en los depdsitos
sésiles, L 4,x, en funcion del volumen inicial de gota, para gotas secas de una solucion
de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). El valor maximo (1.24821) de esta cantidad se alcanza
en V = 9ulL. En cuanto al valor minimo (0.83701) se logra a V' = 3uL de solucién. En
contraste, los puntos en color rojo representan el cociente entre el eje menor de las
agujas y prismas en los depoésitos colgantes y las estructuras formadas en las gotas
sésiles, Aayr. El valor maximo (0.92321) de esta razon se obtiene en V' = 9uL, en
cambio, el valor minimo (0.79307) se observa a V' = 15uL. Se observa que no hay
diferencias significativas entre los distintos valores de las dimensiones de este tipo de
agregado, para las concentraciones de la solucion para todos los volumenes iniciales

de gota.

4. Agujas con helechos

La estructura en forma de agujas con helechos, que emerge junto al anillo de café,
esta compuesto por una estructura en forma de aguja con la particularidad de que la
punta se prolonga en un patron arborescente ramificado (en la Fig. 5.12a se indica
con color dorado el eje mayor y en color amarillo claro el eje menor de estas estruc-
turas). Este tipo de agregados son mas frecuentes en gotas colgantes, el tamafo del
agregado incrementa con el volumen. En las gotas sésiles disminuye su aparicion.

En la Fig. 5.12b se observan, en negro, el cociente del eje mayor de la aguja de
los depésitos colgantes y el correspondiente de las agujas formadas en las gotas
secas sésiles, L,y, como funcién del volumen inicial de gota (1wt % y NaCl a 1wt %
de concentracion). El valor maximo de esta relacién (5.74305) se alcanzaen V = 3uL
de la solucion. Mientras que el valor minimo (0) se logra en un rango de volumen de
6 — 12u L. Los puntos en azul muestran el cociente entre el eje mayor de los helechos
formados en las gotas colgantes y la correspondiente estructura encontrada en los
depositos sésiles, logrando un valor maximo (5.74305) a un volumen de 3u.L. Mientras
que el valor minimo de esta razén (0) se alcanza a un rango de volumen inicial de
gota de 6 — 12uL de la solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). En color rojo, se

muestra el cociente entre el eje menor de las agujas en los depdsitos colgantes y el
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eje menor de las agujas de las gotas secas sésiles, A, . La cantidad maxima (5.43265)
se obtiene a un volumen de 3uL, mientras que el valor minimo (0) se obtiene en un
rango de 6 — 12uL. Se observa que no hay diferencias significativas entre los valores
de las dimensiones de las estructuras en la configuracion colgante como razén de las
medidas del agregado en las gotas sésiles, de una solucién a 1wt % de BSA 'y 1wt %

de NaCl, para todos los volumenes iniciales de gota.

5. Agujas internas

Las agujas internas son estructuras cristalinas que no estan conectadas al anillo
de café. Este tipo de estructuras aparecen en el interior del depdsito en ambas con-
figuraciones de secado (ver la Fig. 5.13a-b, en color dorado se indica el eje mayor y
en color amarillo claro se indica el eje menor de este tipo de agregados). En gotas
colgantes el tamario de la frecuencia de aparicion de esta estructura es mayor que en
gotas sésiles. En la Fig. 5.13c se ilustra, en negro, el cociente entre el eje mayor de
las agujas internas formadas durante el proceso de secado de las gotas colgantes en
relacion de las dimensiones de los agregados en los depositos sésiles, L 44, para
gotas de una solucién de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). El valor maximo de este co-
ciente (5.22687) se alcanza en V' = 12uL. El valor minimo (0) se observa en V = 9uL
de solucion. Por otro lado, en color rojo, se muestran los valores del cociente entre el
eje menor de las agujas de los depoésitos colgantes y el eje menor de este tipo de es-
tructuras formadas en las gotas sésiles A ;. El valor maximo de este valor (4.7256)
se alcanza en V = 12uL. Mientras que el valor minimo (0) se logra en V.= 9uL. Se
observa que no hay diferencias significativas entre los valores de las longitudes de los
agregados, para todos los volumenes iniciales de gota de la solucién de BSA (1wt %)
y NaCl (1wt %).

6. Agujas con agregado amorfo

Las estructuras en forma de aguja con agregado amorfo estan conformadas por un

agregado amorfo que surge en el extremo de un cristal en forma de aguja (ver la Fig.
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5.14a-b; en color dorado se indica el largo y en color amarillo se indica el ancho de
este tipo de agregados). En la configuracion colgante la longitud del cristal en forma
de aguja incrementa con el aumento del volumen inicial de gota. Para la configuracion
sésil, la frecuencia de aparicion de este agregado disminuye notablemente.

La Fig. 5.14c muestra, en negro, el cociente entre el eje mayor de agujas con
agregado amorfo formados en gotas colgantes y el eje mayor de las estructuras en
los depdsitos sésiles, L 4444, como funcion del volumen inicial de gota, de una solucion
a lwt % de BSA y 1wt % de NaCl. El valor maximo de esta relacion (6.5799) se logra
en V = 15uL, mientras que el valor minimo (0) se alcanza en un rango de volumen
(3—6uL). En color rojo, se observa el cociente entre el eje menor de este agregado en
las gotas colgantes en relacidén del eje menor del agregado en los depdsitos sésiles,
Aagaa, como funcion del volumen inicial de gota. El valor maximo de este cociente
(4.29791) se alcanza en V = 12uL. Mientras que el valor minimo en un rango de
volumen de 3 — 6L de la solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). Se observa que
no hay diferencias significativas entre los distintos valores de las dimensiones de los
agregados en gotas colgantes en relacién con las estructuras formadas en las gotas
sésiles, de la solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %), para todos los volumenes

iniciales de gota.

7. Cristales arborescentes ramificados

Este tipo de cristales arborescentes ramificados se asemejan a hojas de helecho
u hojas de palmera, ver la Fig. 5.15a. Estos cristales se conforman por cuatro ejes
o tallos bien definidos que surgen de un punto central (en la Fig. 5.15a se indica en
color dorado el eje mayor y en color amarillo claro el eje menor de este tipo de agrega-
dos). Los ejes son perpendiculares y forman un angulo de 90° (aproximadamente). En
cada eje surgen ramificaciones con distintas longitudes, formando asi una estructura
arborescente. La frecuencia de aparicion de esta estructura es mayor en las gotas
colgantes, mientras que en las gotas sésiles son escasas. El tamano de este tipo de
cristales no varia en ambas configuraciones de secado y no depende del volumen de

gota. No obstante, la frecuencia de aparicién de esta estructura incrementar con el
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volumen inicial de gota. En la Fig. 5.15b se muestra, en negro, el cociente entre el
eje mayor del agregado formado en las gotas colgantes, y el largo del eje mayor del
agregado en los depésitos sésiles, Lcar, como funcion del volumen inicial de gota,
de una solucion de BSA a 1wt % y NaCl a una concentraciéon de 1wt %. A un volumen
de 6L se encuentra el valor maximo de esta relacion (2.44482), mientras que el valor
minimo (0) se alcanza en 3 y 9uL. De igual manera, en rojo, se muestran el cociente
entre el eje menor este agregado en las gotas colgantes y el eje menor de la estruc-
tura en las gotas sésiles, Acar. El valor maximo (4.43366) se alcanza en V = 6ulL,
mientras que el valor minimo (0) se alcanza en 3 y 9uL de la solucién. Se observa
que no hay diferencias significativas de la relaciéon de las dimensiones de este tipo
de estructuras formadas en sus respectivas configuraciones, de gotas secas de una

solucién de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %), para todos los volumenes iniciales de gota.

8. Semi-estrellas de cristales

Esta estructura estd conformada con un eje que sobresale, que da lugar a un
cristal en forma de semi-estrella (en la Fig. 5.16a se indica en color dorado el eje
mayor y en color amarillo claro el eje menor de este tipo de agradados). En gotas
colgantes, con un volumen inicial de 9— 15 L, el tamario del agregado y su frecuencia
de aparicion es mayor. En cambio, en gotas sésiles la dimensién del agregado no
varia abruptamente, aunque la frecuencia de apariciéon incrementa con el volumen.
Debemos remarcar que el tamano de este agregado es mayor en depésitos de gotas
seésiles.

La Fig. 5.16b muestra, en negro, el cociente entre el eje mayor de este tipo de
agregado en las gotas colgantes y el eje mayor de los agregados en los depdésitos en
las gotas sésiles, Ls_x, como funcion del volumen inicial de gota. Para esta razo6n el
maximo valor (0.89199) se alcanza en V = 15uL de solucién, mientras que el valor
minimo (0) se obtiene para 3 y 6. de solucién. En contraste, los puntos en color rojo
representan el cociente entre el eje menor de este tipo de estructuras presentes en
las gotas colgantes y sésiles, As_g. El valor maximo (0.20693) de esta razén se da

en V = 12uL, mientras que el valor minimo (0) se alcanza en un rango de volumen
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de 3 — 6uL de la solucion de BSA (1wt %) y NaCl (1wt %). Se observa que no hay
diferencias significativas entre los distintos valores de las dimensiones del agregado
en la configuracion colgante en relacién con el tamafno de los agregados formados
durante el secado de las gotas sésiles, de una solucién con una concentracion de

BSA a 1wt % y NaCl A 1wt %, para cada valor del volumen inicial de gota.

9. Agujas ramificadas

Esta estructura esta compuesta por un cristal en forma de aguja y una (o varias)
ramificaciones laterales, que surgen de la estructura principal (ver la Fig. 5.17a se
sefala en rojo la estructura principal y en azul las ramificaciones; en color dorado
se indica el eje mayor y con color amarillo claro se indica el eje menor de estas
estructuras). Este tipo de cristal Unicamente aparece en depdsitos de gotas sésiles.
La frecuencia de aparicion es mayor en depdsitos de volumen pequefio (3 — 6uL).

En la Fig. 5.17b, en color azul, se muestra el valor promedio de la longitud del eje
mayor de las ramas, L 44z, como funcion del volumen inicial de gota. El valor maximo
del largo de las ramas (0.11395) se alcanza en V' = 3uL, mientras que el valor minimo
(0) se alcanzaen V =9uL y V = 15uL de la solucién. Los puntos en color morado
representan la longitud promedio del eje menor de esta estructura, A, r; presenta
su maximo valor (0.02247) en V' = 3uL y el minimo (0) en V = 9uL y V = 15uL. Se
observa que no hay diferencias significativas entre los valores de las dimensiones de
este agregado, de una solucion de BSA a 1wt % de concentracién con NaCl a 1wt %

de concentracién, para todos los volimenes iniciales de gota.

10. Estacas de cristales en forma de prisma.

Estos agregados son grandes y aparecen en el interior del depdsito. Es posible
medir la dimension de estos agregados a través de los ejes que lo conforman (ver la
Fig. 5.18a, en color morado se sefnala el agregado; en color dorado se indica el eje
mayor y en color crema se indica el eje menor de esta estructura). Este tipo de agre-

gado unicamente aparece en depdsitos de gotas sésiles. El tamano y la frecuencia
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de aparicidén de esta estructura incrementa con el volumen.

La Fig. 5.18b muestra el valor promedio de la longitud del eje mayor de este tipo
de agregados en, Lzcrp, como funcion del volumen inicial de gota. El valor maximo
(0.08101) se alcanza en V' = 12uL, mientras que el valor minimo (0.00891) se logra
aV = 6ulL. Por otro lado, en verde, se muestra el valor promedio de la longitud del
eje menor de este tipo de agregados, Arcrp. El valor mayor (0.06729) se logra en

V = 9ulL, mientras que el valor minimo (0.00851) se alcanzaen V = 6uL.

11. Agregados amorfos.

Este tipo de estructuras son las mas pequenas, sin forma definida y, por tanto, no
es posible medir una caracteristica morfolégica especifica (ver la Fig. 5.19a, en color
rosa se sefala este tipo de estructuras). En las gotas colgantes esta estructura es
escasa pero su frecuencia de aparicion aumenta ligeramente en funcién del volumen
inicial de gota. En las gotas sésiles la frecuencia de aparicion es mayor y no hay una
relacion clara entre la frecuencia de aparicion y el volumen.

En la Fig. 5.19b se muestra el cociente entre el numero promedio de agregados
amorfos en los depositos colgantes y el numero promedio de estas estructuras for-
madas en las gotas secas sésiles, Ny, como funcién del volumen inicial de gota. El
valor maximo de esta razon (1.66667) se alcanza en V = 12uL, mientras que el valor
minimo de este cociente (0.2963) se logra en V' = 6uL. Se observa que en general el
namero de agregados es menor en depdsitos colgantes.

Un panorama de general de las estructuras se muestra en la Fig. 5.20.
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Figura 5.9: Crucetas a) Estructura de crucetas (verde) en depésitos de BSA y NaCl
(ppsa = 1wt %y dnact = 1wt %), con diferente volumen inicial (V= 3, 6, 9, 12y 15uL)
con HR=25—35% y T=20—25°C'. El color dorado indica el eje mayor y el color amarillo
claro indica el eje menor. La barra en color negro tiene una longitud de 0.54mm. b)
Longitud de Ejes mayor (negro) y menor (rojo) de crucetas como funcién del volumen
inicial de gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n =
12.
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Figura 5.10: Crucetas con helechos a) Estructura de crucetas (verde) con helechos
(celeste) en depdsitos de BSA y NaCl (¢ppsa = 1wt % Y dnaoi = 1wt %), con diferente
volumen inicial (V= 3, 6, 9, 12 y 15uL) con HR=25 — 35% y T=20 — 25°C'. El color
dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. La barra en
color negro tiene una longitud de 0.62mm. b) Longitud del helecho (azul), longitud de
Ejes mayor (negro) y menor (rojo) de crucetas como funcién del volumen inicial de
gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.11: Estructuras en forma de agujas y estaca de cristal en forma de pris-
ma (unidas al anillo). a) y b) Estructuras en forma de agujas y estaca de cristal en
forma de prisma (rojo) en depdsitos de BSA y NaCl (¢psa = 1wt % Yy ¢onaci = 1wt %),
con diferente volumen inicial (V= 3, 6, 9, 12y 15uL) con HR=25 — 35 % y T=20 — 25°C.
El color dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. Las
barras en color negro y rojo tienen una longitud de 0.53 y 1.38mm, respectivamente.
c) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo) de estructuras en forma de
agujas y estaca de cristal en forma de prisma como funcién del volumen inicial de
gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.12: Agujas con helechos. a) Estructuras en forma de agujas (rojo) con
helechos (azul) en depésitos de BSA y NaCl (¢psa = 1wt % Yy ¢naci = 1wt %), con
diferente volumen inicial (V= 3, 6,9, 12y 15uL) con HR=25-35 %y T=20—25°C. El color
dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. La barra en
color negro tienen una longitud de 1.28mm. b) Longitud del helecho (azul), longitud de
Ejes mayor (negro) y menor (rojo) de estructuras en forma de agujas como funcién del
volumen inicial de gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar
den = 12.
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Figura 5.13: Agujas internas. a) y b) Estructuras en forma de agujas internas (mo-
rado) en depositos de BSA y NaCl (¢psa = 1wt % Y dnaci = 1wt %), con diferente
volumen inicial (V= 3, 6, 9, 12 y 15uL) con HR=25 — 35% y T=20 — 25°C.. El color do-
rado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. Las barras en
color negro y rojo tienen una longitud de 1.18 y 1.15mm, respectivamente. c) Longitud
relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo) de estructuras en forma de agujas inter-
nas como funcién del volumen inicial de gota. Las barras de error corresponden a las
desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.14: Agujas con agregado amorfo. a) y b) Estructuras en forma de agujas
(rojo) con agregado amorfo (naranja) en depésitos de BSA y NaCl (¢ps4 = 1wt % y
dnact = 1wt %), con diferente volumen inicial (V= 3, 6,9, 12y 15uL) con HR=25 — 35 %
y T=20—25°C. El color dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje
menor. Las barras en color negro y rojo tienen una longitud de 0.85 y 0.93mm, respec-
tivamente. c¢) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo) de estructuras en
forma de agujas con agregado amorfo como funcién del volumen inicial de gota. Las
barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.15: Cristales arborescentes ramificados. a) Cristales arborescentes rami-
ficados (amarillo) en depésitos de BSA y NaCl (¢ppsa = 1wt % Y ¢nact = 1wt %), con
diferente volumen inicial (V= 3, 6,9, 12y 15uL) con HR=25—35 % y T=20—25°C'. El co-
lor dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. La barra en
color negro tiene una longitud de 0.90mm. b) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y
menor (rojo) de cristales arborescentes ramificados como funcién del volumen inicial
de gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.16: Semi-estrellas de cristales. a) Semi-estrellas de cristales (rojo) en de-
pésitos de BSA y NaCl (¢psa = 1wt % Y dneci = 1wt %), con diferente volumen inicial
(V= 3, 6,9, 12y 15uL) con HR=25 — 35% y T=20 — 25°C'. El color dorado indica el
eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. La barra en color negro tiene
una longitud de 1.69mm. b) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo) de
semi-estrellas de cristales como funcién del volumen inicial de gota. Las barras de
error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.17: Agujas ramificadas. a) Agujas (rojo) con agujas ramificadas (celeste)
en depédsitos de BSA y NaCl (¢ppsa = 1wt % Y dnaci = 1wt %), con diferente volumen
inicial (V= 3,6, 9, 12y 15uL) con HR=25 — 35% y T=20 — 25°C. El color dorado indica
el eje mayor y el color amarillo claro indica el eje menor. La barra en color negro tiene
una longitud de 1.41mm. b) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo)
de agujas ramificadas como funcién del volumen inicial de gota. Las barras de error
corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.18: Estacas de cristales en forma de prisma. a) y b) Estacas de cris-
tales en forma de prisma (morado) en depdsitos de BSA y NaCl (¢ppsa = 1lwt% y
dnact = 1wt %), con diferente volumen inicial (V= 3, 6,9, 12y 15uL) con HR=25 — 35 %
y T=20 — 25°C. El color dorado indica el eje mayor y el color amarillo claro indica el
eje menor. Las barras en color negro y rojo tienen una longitud de 0.63 y 1mm, res-
pectivamente. c) Longitud relativa de ejes mayor (negro) y menor (rojo) de estacas de
cristales en forma de prisma como funcién del volumen inicial de gota. Las barras de
error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.19: Agregados amorfos. a) Agregados amorfos (rosa) en depdsitos de BSA
y NaCl (¢ppsa = 1wt % Y dnac: = 1wt %), con diferente volumen inicial (V= 3, 6, 9, 12
y 15uL) con HR=25 — 35% y T=20 — 25°C. El color dorado indica el eje mayor y el
color amarillo claro indica el eje menor. La barra en color negro tiene una longitud de
1.51mm. b) Namero de agregados amorfos (naranja) como funcién del volumen inicial
de gota. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar de n = 12.
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Figura 5.20: Panorama general de estructuras. Los simbolos en color negro indican
que la estructura se forma en el depédsito, mientras que los de color rojo indica que
la estructura no se forma en el depédsito. a= Crucetas, b= Estructuras en forma de
agujas, c= Crucetas con helechos, d= Agujas con helechos, e= Agujas internas, f=
Cristales arborescentes ramificados, g= Semi-estrellas de cristales, h= Agujas ramifi-
cadas, i= Estacas de cristales en forma de prismas, j= Agregados amorfos, k= Agujas
con agregados amorfos..
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Conclusiones

En conclusién, hemos realizado un estudio experimental sobre el efecto del volu-
men inicial de gota en la formacién de patrones en gotas colgantes de sangre y pro-
teinas. Hemos Encontrado las condiciones experimentales 6ptimas de concentracion,
dispersion de luz, y volumen inicial de gota para alcanzar una alta reproducibilidad en
la formacion de patrones por el secado de gotas sésiles. Estimamos el perfil radial
de intensidad, la compacidad y los parametros de textura de la Estadistica de Primer
Orden (FOS) y la Matriz de Co-ocurrencia de Nivel de Gris (GLCM) para caracterizar
depositos de gotas. Encontramos que imagenes digitales con alto contrate de luz ge-
neran una eficiente deteccidén de patrones en gotas secas de sangre diluida con agua
ultrapura. Encontramos que el valor medio de intensidad de pixeles y la Entropia son
los parametros mas eficientes para diferenciar entre grupos de depdésitos. Ademas,
el dngulo de contacto, altura y didmetro de la gota prueba que el secado de gotas
sésiles y colgantes de sangre sigue el modo de Radio de Contacto Constante (CCR).
Encontramos que gotas colgantes de sangre pueden generar un fenémeno de colap-
so en la gota debido a que la aglomeracién de eritrocitos en el apice de la gota. La
frecuencia de aparicién de este fendmeno incrementa con el volumen inicial de go-
ta. Finalmente, hemos probado que sin importar el volumen inicial de gota, en gotas
colgantes de sangre con baja concentracion de hematocrito y en gotas colgantes de

proteinas, este fendmeno de colapso no ocurre.
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Sobre todo, nuestros resultados podrian ser utiles para generar biomarcadores de
patologias, como el encontrado empiricamente para pacientes Post COVID-19 y para

analisis forense de escenas de crimen.
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Productos cientificos

Se elabor6é un manuscrito que sera puesto bajo consideracion para su publica-
cidén. Se realizd una estancia de investigacion en el Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia, UNAM. Se participé en el Congreso Estatal de Ciencia de los Materiales
Chiapas 2023 con una ponencia titulada ”Formacion de patrones en gotas secas de
sangre”, UNICACH-SMMater. Se participd en la 4ta Feria de Ciencias, con un pés-
ter titulado "Formacion de patrones en gotas secas de sangre en superficie inclinada
de acrilico’, FCFM-UNACH. Se particip6 en el Foro de estudiantes de Biofisica 2023,
con un poster titulado ”Formacion de patrones en gotas secas de sangre en supetrficie
inclinada de acrilico”, University at Buffalo-CIMAT-Monterrey. Se participd en la clase

en linea con el tema ”"Patrones de manchas de sangre”, INDISIUM.
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Drying of pendant drops of blood
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Ahstract

The analysis of patterns in dried blood droplets has made it possible to generate
strategies to detect health problems in patients and to address problems in forensic sci-
ences. Therefore, studying various forms of droplet drying conld enhance the efficiency
of pathology diagnosis and the comprehension of erime scenes. In this paper, we report
the study of the pattern formation generated by drying hanging blood droplets with
different initial volumes (V= 3-24 pL). We find two distinet groups of deposits: dried
drops with radial symmetry (Group [} and dried drops with lateral deposition of blood
serum (Group IT). Lateral deposition arises from drop collapse induced by hematoerit
apglomeration st the drop apex. Regardless of the initial droplet volume, the critieal
contact angle for collapse is 11 degrees less than the initial contact angle. Finally, we

provide evidence that the mass contained in & droplet promotes the cceurrence of the

unstable drying mode.

Introduction

The analysis of evaporated sessile droplet residues from biofluids has enabled the detection

of macromolecules, conformational changes in molecular structures, changes in organism
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