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Resumen

En este trabajo se usaron ondas aaisticas estacionariasedmango de los ultrasonidos gene-
radas al interior de dispositivos micro udicos, para maipular aasticamente paasitos de
Leishmania Esto se hizo con el promsito de identi car cambios en lasrppiedades fsicas
de promastigotes y amastigotes, los cuales pueden estaac&nados con alteraciones en el
citoesqueleto del pamasito causadas por modi cacionesmgécas o por su adaptacbon a los
diferentes ambientes durante su ciclo de vida. Para identar si hay cambios se determiro
la intensidad de la fuerza primaria de radiacon aasticaF,,, que actuaba sobre diferentes
cepas de_eishmania Esto se logo al desarrollar un modelo fsico en 3D media@un aralisis
diramico donde se establecieron las fuerzas que actuabambi® los paasitos suspendidos en
un lquido al interior de un dispositivo rectangular y somédos a la accon de laF,,. Encon-
trando, que la magnitud de laF,, en promastigotes es mayor que en amastigotes efecto que
esh relacionado con cambios signi cativos en el volumedgensidad y elasticidad del paasito
dados por su adaptacon a los distintos ambientes, diferela que no fue tan evidente al com-
parar los resultados obtenidos con paasitos de las difetes cepas en el mismo estadio, donde
la variacon en la magnitud de laF,, esta asociada con cambios en el volumenldgshmania

Para obtener estos resultados se mido primero la energaaistica en los dispositivos cons-
truidos, hallando valores entre 7 a ﬁg y luego se determinaron las propiedades fsicas de
Leishmania tales como su tamafo, con un contador de partculas Couitd8eckman Z2 e
imagenes de microscopia, densidad, medida usando gradesnde Percoll, y elasticidad, ex-
trada indirectamente del modelo 3D. La medicbon de estapropiedades mea@nicas permito,
al introducir sus valores en la simulacon nunerica, estalecer la magnitud de laF,, sobre las
@lulas. Adicionalmente, se halb con los registros de mgsulacon aaistica que el factor de
contraste aaistico en los pa@asitos es positivo> 0, puesto que al someter estas ®lulas a la
accon de laFy, se produjo un movimiento de conduccon hacia zonas de edoilo aastico,
nodos de preson, donde se colectaron los paiasitos dutaria aplicacon del campo. Posicon
gue alcanzan nmas \|pido los promastigotes que los amasbigs, segin se determiro con la
simulacon computacional, en la cual, desples de agregasllos pa@asitos en sus dos estadios,
estos rotan respecto al nodo.

Palabras clave: Paasitos de Leishmania , Fuerza Awstica, Dispositivo Micro udico,
Propiedades Fsicas.
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Abstract

In this work acoustic standing waves were used in the ultrasic range to manipulated
Leishmania parasites. The aim of this manipulation was to identify chages in the physical
properties of promastigotes and amastigotes, which can belated to the cytoskeleton alte-
rations caused by genetic modi cations or by parasite adagtion to di erent enviroments.
3D theoretical model was developed with a dynamical analgsio identify these changes in
the parasites physical properties using the acoustic radian force intensity determinated for
Leishmania It was found that the force magnitude is greater in promasgotes than amasti-
gotes, e ect that can be related with simultaneous changes the parasite volume, density
and elasticity by its adaptation to the extracellular envioments that a ect the cytoskele-
ton. However, di erences in the magnitude of theéF,, are associated with the volume when
transfected Leishmania parasites, at the same stage, are compared.

These results were obtained by measuring, rst, the acoustienergy in the devices, whe-
re their values were de ned between 7 andﬁQ, and, second, and ,second, were determed
physical properties ofLeishmania such as its shape, by means of particle counter Coulter
Beckman Z2 and microscopy images, density, measured withr&al gradients, and elasticity,
extracted indirectly from the 3D model. The physical propdres were introduced in nume-
rical simulation for establishF,, magnitude in Leishmania In addition, was found that the
parasites have an acoustic contrast factor, positive> 0, because these cells move towards
the pressure node during acoustic eld application. Regiowhere the promastigotes arrive
rst than the amastigotes to form aggregates that rotate wih respect to the node.

Keywords: Leishmania, Acoustic Force, Micro uidic Divice, Physi cal Properties.
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Introduccon

Con los adelantos en losultimos 50 anos de chips microétmdcos se han generado herra-
mientas de construccon totalmente nuevas dentro de la mig y nanofabricacon (Barnkob
& Bruss, 2009 que han permitido, en lasareas de biologa celular, bisfca y biotecnologa,
el desarrollo de ecnicas experimentales para medir pragulades meanicas de elulas ad
herentes, como elasticidad celular, al determinar por cadto su nodulo de Young Zhang
et al., 2012. Esto se logra aplicando fuerzas directamente sobre ladutas con alto grado de
precison, enordenes de magnitud pequefos, de micro apiNewtons. Entre estas ecnicas
se encuentran: microscopia de fuerza abmica, pinzasdpas y absorcon por micropipeta
(Lim et al. , 2009. Adenas, estos avances han permitido el desarrollo de nedos de mani-
pulacon y caracterizacon celular que usan campos adli€os estacionarios al interior de un
microcanal (Hartono et al. , 201% Laurell et al. , 2007 Wang et al. , 2018, que no requiere
de contacto directo sobre las @lulas, lo cual, puede setilual determinar compresibilidad y
nodulo de elasticidad volunetrico en el caso de @lulasawiles.

En particular, el uso de campos aasticos ultraonicos aplados a dispositivos micro uidi-
cos o sistemas lab-on-a-chiphan permitido el desarrollo de un nuevo campo de investiga-
con conocido como acusto udica donde se estudia teoda y experimentalmente las fuerzas
mea@nicas que se generan al exponer una poblacon celumun campo aaistico en estos
dispositivos. Fuerzas que esain asociadas con la densidatltamano y la compresibilidad
de las @lulas, lo cual hace atractivo la implementacon e estos campos en la separacon,
la manipulacon o la caracterizacon celular porque a dédrencia de otros netodos como el
ensamble magretico en el cual se requiere etiquetar laduias con sondas magreticas y la
dielectroforesis en la que normalmente se usa un medio esggd€no conductor) el cual carece
de nutrientes esenciales imponiendo diferencias de osmdkd, que afectan adversamente
el crecimiento y la siologa celular. En el caso de camposussticos ultranicos, al actuar

! Dispositivos de separacon o manipulacon Campo-Flujo que tienen nas de una dimenson de tamano

micronetrico.
2 Termino que se re ere a montajes de laboratorio con microcanales, podebajo de la escala milinetrica

0 menor. (Barnkob & Bruss, 2009.
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sobre la muestra fuerzas mea@anicas que estin asociadasragiedades fsicas relacionadas
con su masa, no se requiere de un marcaje espec co y de un megarticular para separar
o manipular la muestra Guo et al. , 2015 Wu et al. , 2019. Adenas, estos campos per-
miten controlar elulas para investigar interaccionesealula-@lula, elula-entorno y estudiar
su comportamiento individual, por ejemplo, la respuesta neonal a estmulos mea@nicos de
organismos comcC. elegans(Ding et al. , 2012 Guo et al. , 2015. Y por otro lado, estas
ecnicas emplean frecuencias ultranicas del orden déHz , en las cuales el impacto en via-
bilidad, funcon y expresbn genica celulares se presumbajo para intensidades bajas/medias
(< IW=m2), valores que estn en el orden de los empleados conunmeregn el diagrostico
por imagenes ultraonicas (i et al. , 2015 Wiklund, 2012.

En cuanto a la caracterizacon de las propiedades meaumis de @®lulas en anos recientes se ha
desarrollado un netodo de medicon indirecto de la compsgbilidad celular el cual consiste
en determinar la densidad de energa awstic& .. en el dispositivo a partir del ajuste de las
trayectorias experimental y teorica seguidas por partalas con propiedades fsicas conocidas
cuando son expuestas a un campo aastico estacionario alemor del microcanal. Factor
gue posteriormente es usado para calcular la compresikgliticelular al tomar esta propiedad
como paametro de ajuste entre la trayectoria experimentgy teorica de las elulas. Usando
dicha metodologaHartono et al. (2011 mido la compresibilidad de diferentes poblaciones
celulares, encontrando, al ajustar las trayectorias, qua tompresibilidad de elulas de @ncer
mamaMCF 7 es mayor que en elulas de mama normalbsCF  12A, evidenciando con
este resultado que las elulas de @ancer son nmas defornlab que las normales, hecho que
puede ser explicado por la reduccon de micro lamentos de &ctina, perdida de microtibu-
los y cambios en la disposicon de lamentos intermedios dasMCF 7, lo que genera en
estas @lulas un citoesqueleto mas cebil y suaveHartono et al. , 2017).

Mas recientemente,Wang et al. (2018 usando esta misma tcnica combinada con la mani-
pulacon de @lulas mediante alineamiento por multi-freuencia, midieron la compresibilidad
en @lulas de ancer de cabeza y cuello (HNC) con diferente eacial metasasico. Hallando
gue las lineas celularesl 4e y 37B con mayor potencial tienen una compresibilidad rmas alta
gue la obtenida en elulas de la linea3 u686 y 68&N cuyo potencial metastsico es mas
bajo, lo cual implica que estasultimas tienen menor posiliad de migrar hacia otros tejidos
siendo menos invasivasWang et al. , 2019.

Conocer las propiedades mea@nicas de las elulas y @mnestas cambian por interacciones
fsicas de la @lula con su entorno, aporta informacon pra entender, por un lado, porge

3 Metodo que permite controlar la posicon de las partculas o @lu las en el dispositivo al usar la frecuencia
del segundo arnonico en una direccon especi ca para inicialmete alinear las poblaciones y posterior-
mente, al estar ya ubicadas en la misma posicon, determinar su tragctoria experimental al hacer vibrar
el dispositivo en la direccon seleccionada con su frecuencia fidamental (Wang et al. , 2018.
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cambios de forma y estructura celulares producen respuestaiobgicas y bioqumicas que
afectan procesos biobgicos tales como crecimiento, déaciacon, motilidad y apoptosis ce-
lular (Lim et al. , 2009. Y por otro, ®mo los cambios en estas propiedades se enaian
asociados con el desarrollo de ciertas enfermedades hursaafes como malaria, anemia fal-
ciforme y @ncer, entre otras, conocimiento que es de irgerya que estas patologas pueden
ser causadas o catalizadas por un comportamiento meanio@gular en la elula (Rodriguez
et al. , 2013. Por ejemplo, en la infeccon de eritrocitos por Plasmodim falciparum, Suresh
et al. (2009 evidenciaron que el nodulo de elasticidad de los gbbusorojos en el estado
nal de la infeccon, fase esquizonte, aumenta hasta diezges comparado con los valores
entre 3 8N =m medidos en eritrocitos sanos, cambios que comprometen sasgtidad, dando
lugar a deterioro en el ujo de sangre, lo cual, conlleva, ehgaciente, a un estado de comay
eventualmente la muerte (im et al. , 2009. Es importante resaltar que este aumento en la
elasticidad de los eritrocitos se atribuye a cambios esttucales y moleculares generados en la
membrana celular durante el desarrollo del parsito al itrior de la elula (Lim et al. , 2008.

Puesto que el grupo de Biofsica y Biologa de Membranas d Universidad Nacional de
Colombia ha centrado su intees en dos grandes Ineas deatrajo, por un lado se ha dedicado
a entender la siologa de Leishmania para identi car blancos terapeuticos contra la enfer-
medad, lo que ha llevado al estudio de cepas clonadasLéeshmania generadas a partir del
silenciamiento de cuatro genes, los cuales segun lo encadb en la caracterizacon funcional
de estas cepas, esan asociados con la adaptacon de @ a los diferentes ambientes du-
rante su ciclo de vida Camacho & Lozang 2015 Garcia, 2016 Lozang 2012 Parada 2014
Quintero, 2014 Zapata, 2016. Y por otro lado, se ha concentrado en estudiar y comprender
la ecnica de campo- ujo SPLITT, en la que se emplean disp@s/os micro uidicos junto a
campos de fuerza para realizar procesos de separacon,miéiendo en el grupo llevar a ca-
bo enriquecimientos de diferentes poblaciones celularates como folculos tiroideos $pinel
et al. , 2007, macofagos infectados corLeishmania (Hoyoset al. , 2009, eritrocitos infec-
tados conPlasmodium falciparum (Velascq 2009, elulas de cultivo primario obtenidas de
nervio catico de rabn (Vargas 2013 y vacuolas parasibforas deLeishmania amazonensis
(Navarrete, 2013.

La experiencia adquirida por el grupo en el estudim vitro de Leishmaniay en el uso
dispositivos microfudicos en separacbn, permito eneste trabajo, con la colaboracon del
grupo de investigacon de Resonadores Ultra®nicos paraalitacon y Micromanipulacon
del Instituto de Tecnologas Fsicas y de la Informacon (ITEFI) del CSIC, desarrollar un
modelo fsico tridimensional y usar experimentalmente alas aaisticas estacionarias en el
rango de los ultrasonidos para caracterizar fsicamentegstudiar el movimiento de parsitos
de Leishmania de diferentes cepas expuestos a este tipo de campos.

El propsito de medir estas propiedades fsicas en pa#ss, empleando dispositivo micro-
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udicos acoplados a campos aaisticos, es relacionar attuo los posibles cambios de propie-
dades macrosm®picas del parasito como volumen, densidgckelasticidad con modi caciones
fsicas o qumicas en las protenas de alguno de los elemes que conforman el citoesqueleto
del paasito. Informacon que en el caso ddeishmania ayudara a entender cuales son los
mecanismos utilizados por el pa@asito para adaptarse a lalferentes ambientes durante su
ciclo de vida, lo que permitira en trabajos posteriores, sociar dichos cambios con el desa-
rrollo y evolucon de las patologas relacionadas a estafeccon. Entonces, para el desarrollo
del presente trabajo se busco dar respuesta a la siguientegunta de investigacon:

>Es posible usar ultrasonidos como herramienta tecnobgica que permit a medir
cambios en las propiedades fsicas del pagsito durante su ciclo de vida?

Para responder esta pegunta, se tuvo en cuenta, como se dbsaren los Captulos 1y 2,
que laF, generada al exponer los paasitos a un campo aaistico estanario, depende del
volumen, densidad y elasticidad de estos, por lo tanto paradsolucon a esta pregunta se
plantearon los siguientes objetivos:

Objetivos

1. Determinar experimentalmente propiedades fsicas degmastigotes y amastigotes de
Leishmaniarelacionadas con la accon del campo aaistico.

2. Establecer un modelo fsico que describa el movimientedos paiasitos sometidos a
un campo aaistico de una onda estacionaria.

3. Obtener registros experimentales de manipulacon asfica de promastigotes y amas-
tigotes deLeishmania

Para describir como se cumplieron estos objetivos el pretsedocumento se encuentra divi-
do en tres partes: en la primera parte, Captulol, se describe la base teorica de la fuerza
primaria de radiacon aastica Fy,, fuerza que experimentan los paasitos al ser expuestos
al campo aaistico en el interior del dispositivo construid. Adenas, en este mismo captulo,
se determinan las expresiones teoricas de R, en tres dimensiones. En la segunda parte,
Captulo 2, con las expresiones teoricas para I&, de nidas en el Captulo 1 se propone
un modelo fsico que permite, con la solucon de las ecuacies de movimiento de las pobla-
ciones expuestas al campo aaistico en el interior de un dasitivo rectangular, estudiar por
primera vez el movimiento en tres dimensiones de partcidao @lulas solas o en grupo de
N individuos, esto se logo gracias al desarrollo de un aglb en C++ en el que se incorpo-
ro el algoritmo Forest-Ruth optimizado usado frecuentemésn en simulaciones de diramica
molecular. Para terminar, en el Captulo3, se presentan los resultados obtenidos al medir
propiedades fsicas de pamsitos déeishmaniaque afectan la intensidad de I&,, tales como
su volumen, densidad y compresibilidad, en particular la nwmpresibilidad se determino me-
diante una expresbn que fue de nida usando el modelo fso 3D propuesto en el Captulo
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2 y los dispositivos aaisticos construidos. Adicionalmenial nal de este Captulo, se pre-
sentan y exponen registros experimentales de la manipuacde los paasitos con el campo
aaistico, los cuales fueron contrastados con los resultzsl encontrados con la simulacon

computacional.



Cap'tulo

Fuerza de Radiacbpn Aalstica

Al exponer una suspenson de partculas o elulas a una ordestacionaria ultraonica al

interior de un dispositivo micro udico, esas experimentan dos fuerzas de caacter me@nico
asociadas con el campo de preson generado al interior désmbsitivo. La primera es una
fuerza conocida como fuerza primaria de radiacon aasta F,, y la segunda es llamada
fuerza de radiacon aaistica secundaridse. (Doinikov, 2003 (Vargaset al. , 2019.

La F,; es una fuerza hidrodiramica que actia sobre partculasndividuales, la cual es gene-
rada por la interaccon entre la onda incidente y la onda deigperson producida por cada
partcula en suspenson; esta fuerza es estable en el tipmy su magnitud depende lineal-
mente de la frecuencia. Al actuar sobre una partcula I&,, induce enesta un movimiento
resultante de conduccon hacia zonas de equilibrio aaisb, nodos o antinodos de la onda
estacionaria, zona donde permanece la partcula duranta kplicacon del campo aastico
(Gor'kov, 1962 (Doinikov, 2003. Por otro lado, las Fs.. son fuerzas entre partculas que
se establecen por la interaccon de las ondas dispersadas pada partcula (Coakley et al.

, 2000. Una caracterstica de la Fg. €s que cuando las partculas se ubican en las zonas
de equilibrio aastico esta fuerza puede ser atractiva o palsiva, lo cual, ocurre si la Inea
gue une los centros de dos partculas es paralela a la direncde propagacon de la onda
incidente, fuerza repulsiva, o siesta es perpendicular a direccon de propagacon, fuerza
atractiva (Doinikov, 2003 (Laurell et al. , 20079.

La magnitud de laFy,, al igual que laFs., depende de propiedades fsicas de las partculas
y el uido tales como densidad, compresibilidad y tamanfo deartcula, sin embargo, a dife-
rencia deFy, la magnitud de Fs tiene una relacon inversa con la distancia de separacbn
entre partculas (Weiser et al. , 1989, lo cual implica que para 10n la magnitud de la
Fsec €s aproximadamente tresordenes menor que la &,, hecho que fue evidenciado por
Haar & Wyard (1979 quienes establecieron, al exponer gbbulos rojos a unadanaastica
estacionaria de B1Hz con una potencia de W=m?, que estas ®lulas en suspenson experi-
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mentaban unaF, cuya magnitud era igual a 2 10 2N, mientras que, dos gbbulos rojos
en contacto o separados una distancia de @ generaban entre ellos un&se. con magnitud
de2 10°Ny2 10 %, respectivamente.

Aunque desde hace tiempo se conoce de la existencia de es@z#s, como se evidencia en
el trabajo desarrollado por Kundt en tubos de resonancia, &h cual se obseno el efecto de
la Fp, sobre el movimiento de partculas de polvoBarmatz & Collas, 1989 y en los estudios
hechos por C. A. Bjerkness y su hijo quienes fueron los primgren investigar experimental
y teoricamente la Fg. entre burbujas de gas, conocida como fuerza &gerknesso en los
desarrollos teoricos realizados por W. Konig quien determd una expreson analtica para
la Fsec entre dos esferas rgidas en un uido Doinikov, 2003. En lasultimas decadas ha
resurgido el intees sobre estas fuerzas, en particularpla Fy,,, debido a su aplicacon en:i()
nmetodos de separacon celular los cuales usan diferengide tamano, densidad y compresi-
bilidad, para enriquecer aaisticamente diferentes poldéones celulares, por ejemplo, elulas
tumorales circulantes presentes a bajas concentracionessangre perierica (i et al. , 2015

e (i ) caracterizacon celular al determinar por la aplicacm de Fp, propiedades fsicas de
las elulas como compresibilidadHartono et al. , 2011 Wang et al. , 2019.

La base teorica de laF, fue inicialmente desarrollada poKing (1934 quien, despreciando
los efectos disipativos asociados al lquido, calcub |&, sobre partculas esericas rgidas
expuestas a ondas planas viajeras y estacionarias bajo ladioon @ 1, donde la longitud
de la onda es mucho mayor que el radio de la partcula,. Sin embargo, y a pesar de que
la teora de King explicaba el por que partculas rgidas dispersas en el medio se agrupaban
cerca de los nodos o antinodos de la onda estacionaria,estaera adecuada si la compresi-
bilidad de la partcula era comparable o mucho mayor que laed Iquido ( Doinikov, 2003.
Por lo tanto, Yosioka & Kawaaima(1955 usando las ecuaciones para un uido compresible
ideal y asumiendo™ 1 encontraron las expresiones teoricas de B, para partculas com-
presibles, como gotas de lquido y burbujas, sometidas a é&con de los campos generados
por ondas planas viajeras y estacionaria®0inikov, 2003.

Usando una aproximacon diferenteGor'kov (1962 generalizo los resultados encontrados por
King (1939 y Yosioka & Kawaaima(19559, al derivar una expresonutil del potencial aasti-
co U, con la cual se calcula &, que actia sobre una partcula eskrica suspendida en un
uido ideal, bajo la condicon =  1(Barmatz & Collas, 1985. El nmetodo desarrollado por
Gor'kov (1962 se basa en la teora lineal de disperson donde el potemtidel campo vecto-
rial de velocidad es escrito como la suma de un potencial asdo a la onda incidente nas
otro potencial relacionado con la onda dispersad&4rmatz & Collas, 1989, lo que permite
de nir el U,. en erminos de los coe cientes lineales de dispersoi, y f, relacionados con
las propiedades fsicas de la partcula y el medio, por loanto, estos coe cientes dependen
del tipo de partcula.
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Si bien los desarrollos teoricos mencionados anteriorntierpredecan correctamente la accon
de laF, para el caso de ondas estacionarias, estos no mostrabaraceh con los resulta-
dos experimentales asociados a R, en ondas viajeras, discrepancia que fue asociada con
los efectos disipativos despreciados p#&ing (1939 y Yosioka & Kawaaima (1959 en sus
@lculos (Doinikov, 2003. Entonces, para estudiar la relacon entre laF,, y los feromenos
de disipacon de la energaDoinikov (19973 determiro una ecuacon general para esta fuer-
za teniendo en cuenta la viscosidad y la conduccon de caldel uido. Expreson que fue
aplicada posteriormente en el calculo de B, sobre partculas rgidas (Doinikov, 19978 y
compresibles Doinikov, 19979 expuestas a ondas sonoras planas estacionarias y viajeras
encontrando para el caso de una onda estacionaria que si plessr de la capa Imite sobre

la partcula eskrica era menor que su radiof(, ) las correcciones de I&, asociadas con
la viscosidad eran despreciable¥\gi et al. , 2009.

Debido a los usos de I&,, en la manipulacon de poblaciones biobgicas con tamasanicro

y nanornetrico, tales como @lulas de diferentes tiposMargaset al. , 201§ o mokculas de
ADN(Yasudaet al. , 1999, durante laultima decada se han realizado diferentes esérzos
para mejorar y re nar los modelos teoricos que describen aduadamente la accon de |&,

a estas escalas. Es as conféruss (2012 calcub en el caso no viscoso, al usar la aproxima-
con de Gor'kov (1962, la F,, sobre partculas de tamano micronetrico. Relacon quefue
modi cada por Settnes & Bruus(2012 al considerar poblaciones con dametros menores a
3m , escala en la que el espesor de la capa Imites equivalente al tamano del objeto, por lo
tanto, segun los estudios hechos por Doinikov, fue necesagn la exprespn de laF, incluir,
dentro del coe ciente de dispersoif ,, correcciones relacionadas con la viscosidad del Iquido

Entonces, con el objetivo de usar IR, para manipular y caracterizar propiedades meanicas
de pasmsitos del generd.eishmanig los cuales son responsables de generar la enfermedad co-
nocida como leishmaniasis. En este captulo se presentars fundamentos teoricos de &,

al calcular su expresbn en tres, dos y una dimenson, sobmuna partcula eserica compre-
sible de tamano micromnetricor, > 3m ; expuesta al interior de un dispositivo rectangular
a un campo aastico estacionario que cumple con la condicd ro , de modo que
se desprecian los efectos relacionados con la viscosidddagiedo, limite no viscoso. Esto
se hace, partiendo de las ecuaciones fundamentales de lamdica de uidos y de la teora
de perturbaciones, con las que se obtiene la ecuacon de argh el caso de sonido que se
propaga en un Iquido compresible, usando el netodo destr en Landau & Lifshitz (1991

y explicado con mayor detalle en los textos deBfuss 2009 y Laurell & Lenshof (2015.
Luego con la solucon de la ecuacon de onda para una ondaasonara establecida al inte-
rior del dispositivo rectangular con paredes rgidas, seetermina laF, usando la expreson
del potencial aasticoU,. desarrollada porGor'kov (1962.
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1.1. Ecuacon De Onda En Un Lquido

Para determinar la ecuacon de onda en un Iquido compresie, se parte del conjunto de
ecuaciones que describen el estado de movimiento de un umecoso, las cuales, como se
describe en el ApendiceéA, tienen la forma

@ _

6 (1-1)
%:f: r2v+ r(r wWrp (r)v (1-2)
p=p() (1-3)

Donde (1-1) es la ecuacon de continuidad que describe el principio dmnservacon de la
masa , (L-2) representa la ecuacon de Navier-Stokes la cual determired movimiento del
uido a partir del aralisis de las interacciones entreesté y su entorno y (-3) es la ecuacon
de estado termodiramico que relaciona la preson del Igido con su densidad para el caso
adiakatico. Es importante resaltar que en {-1), (1-2) y (1-3) las cantidadesp (¥;t), (¥;t)

y ¥(¥;t) corresponden a los campos escalares y vectorial de pnesdensidad y velocidad
respectivamente, que pueden evolucionar en el tiempen una posicon+ ja en el espacio,
segun la descripcbn Euleriana de un uidd. Adenas, en (1-2) la constante representa la
viscosidad diramica del uidoy es un coe ciente adimensional dado por la razon entre la
segunda viscosidad y la viscosidad diramica del uido, daido en la ecuacon @A-67) del
Apendice A.

Entonces, considerando un lquido con densidad, y preson p, constantes sobre el que no
se propaga ninguna onda sonora, es decir, con un campo de acidid en el estado inicial

igual a¥, = 0. Ahora suponiendo que en un instante posterior se propaga este medio una

onda aastica la cual genera pequenas perturbaciones éitgaido que alteran, con respecto

a su estado inicial, los campos de densidad preson p y velocidad v, cuyos valores para
este nuevo estado perturbado estaan dados por:

= ot 1 (1-4)

1 Se debe tener en cuenta al leer los @lculos desarrollados que los camssritos comap, Yy #, al igual que
los campos perturbados, tienen dependencia espacial y temporal, laauno es colocada explcitamente
con el promsito de simpli car la escritura de las ecuaciones. Sin mbargo, si alguno de estos campos
depende unicamente de la posicon o del tiempo se especi caasu dependencia con alguna de estas
variables.
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P= Pot %p . (1-5)

S

VERYA (1-6)

Siendo 1, p1 = (@®@), 1 Yy ¥ los campos asociados con las pequefas perturbaciones en
el lquido al propagarse la onda sonora. Se debe notar que-%) es la forma explicita de la
ecuacbn de estado termodiramico del medio en el caso athico donde la entropa per-
manece constante, expresonl(3). Por lo tanto la relacon (1-5) tamben es conocida como
expanspn isoentopica, en la cual la derivada @=e), representa la variacon de la preson

en funcon de la densidad a entropa constante, ermino ge es asociado, mediante aralisis
dimensional AgendiceC , con la velocidad del sonido al cuadrado en el lquide = ( @=e)..

Ahora, remplazando los campos, py ¥, para el estado inicial y estado perturbado, en las
ecuaciones 1-1) (1-2) y usando la teora de perturbaciones, AendiceB, se obtiene para la
ecuacon de continuidad (-1) en el estado inicial

@, _
@t ¢ (%) (1-7)

Recordando quey, = 0, se llega a

@,

@t 0 (1-8)
Relacon que corresponde a la ecuacon diferencial honeoga (orden cero) de {-1). Por otro
lado, para el estado perturbado al sustituir{-4) y (1-6) en la ecuacon de continuidad {-1)
se obtiene

@

@t( ot )= 1 (ot 1)¥] (1-9)
%"t+ %[= of Ml M (1-10)

Haciendo cero el primer £rmino de la izquierda enl¢10 , ver relacon (1-8), y despreciando,
segun lo descrito en el ApendiceB , el producto ;r +; entre las cantidades de primer orden,
esta ecuacon toma la forma

@ _
G- o (1-11)
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As que (1-1]) representa la ecuacon de continuidad obtenida de losreinos de primer
orden en la perturbacon. El siguiente paso es realizar elismo procedimiento con 1-2)
para obtener las relaciones de orden cero y primer orden erc@&bo de la ecuacon de Navier-
Stokes, por lo tanto al sustituir los campos asociados conedtado inicial en (-2) se llega
a

@:
o@t

Donde nuevamentey, = 0 , entonces la relacbon anterior se transforma en

r 2'Vo"' r(r %) r po oM I )N (1-12)

rp=0 (1-13)

La cual es la relacon de orden cero para la ecuacbri{2). Ahora introduciendo los campos
perturbados (@-4), (1-5 y (1-6) en (1-2

(ot 1)%:= e+ r(r w)
r P+t G1 (ot )W r)w (1-14)
0%:'" 1%:: e+ r(r w)

M Po CGr 1 o r)wm 1(M r)w (1-15)

Teniendo en cuenta la ecuaconX-13 y recordando que £rminos con productos entre can-
tidades de primer orden se desprecian, la relacoi-5 se escribe como

@ _
0@_
Donde (1-16 corresponde a la ecuacon de Navier-Stokes obtenida de t&rsninos de primer
orden. Entonces, resumiendo el procedimiento anterior, §ene que al de nir pequenas
perturbaciones en el liquido cuando una onda aaistica segmaga en su interior, campos
perturbados, es posible mediante la teora de perturbagies descrita en el AgendiceB y
aplicada en el desarrollo previo obtener el conjunto de eaimnes (-8), (1-11), (1-13 y
(1-16), las cuales permiten encontrar la ecuacon de onda en un die compresible. Para ello
se asume que la onda aaistica al propagarse en el Iquidongea campos de densidad;,
preson p; y velocidadv;, con dependencia temporal arnonica que esan de nidos por

rew+ r(r w) cr , (1-16)

1= 1(Mexp( it) (2-17)
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pr= pr(r)exp( ilt) (1-18)

v =M (R)exp( ilt) (2-19)

Enlos que! =2 f representa la frecuencia angular y donde la parte espacia&l dampo de
preson puede ser escrita como

pL(¥) = ¢ 1(%) (1-20)

Segun se de no en la expansbn isoentopica hecha paral campo de presiones perturbado
ecuacbn (1-5). Ahora derivando con respecto al tiempo la ecuacon de comuidad (1-11) se
llega a

@ @ @

@t @ =@t( of M) (1-21)

Remplazando el ermino entre paentesis de 1-22 por la ecuacon (1-16 de Navier-Stokes
de primer orden, se encuentra que

@ _
@1

r resm+ r(r owm) cr o (1-23)

Utilizando la identidad vectorial r 2A = r r A r A aplicada al vector
velocidad+;, entonces

rey=r (r ) r (r ) (1-24)

Recordando, segin se de nb en el ApendiceA , que la el vector velocidad se puede escribir
como el gradiente de un campo escalar= r , por lo tanto se tiene qua v =0, con lo
cual la identidad (1-24) toma la forma

Fov=r (r ) (1-25)
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Sustituyendo (1-25 en la ecuacon (1-23 y multiplicando el operador nabla con los £rminos
entre corchetes cuadrados

@._
@

Ahora factorizando en (-26) el producto 1 2(r )

r2(r ) rer )+ cr?; (1-26)

%zcﬁrzl 1+ ) r2@r w) (1-27)

Tomando la ecuacon de continuidad {-11) y despejando el termino( ;)

1@,
roww= —— 1-28
T .t (1-28)
Introduciendo (1-28 en la expreson (1-27) se obtiene
+
@1 g2, 0F) 2 O (1-29)

@ o @t

Multiplicando elultimo termino de la derecha de (1-29 por =2 se llega a la ecuacbn

@ 1 1+ ) @
= - = CZrZ +—C2|'2 — 1-30
(o) 1 Cg o 0 @t ( )
Es importante resaltar que {-30 esh escrita solo en erminos del campo escalar de denad
1. El siguiente paso es reescribir esta ecuacon como fumeidel campo escalar de presiones
p1, para ello primero se calcularan las derivadas temporales @-30 del campo de densidad
usando (-17), entonces al calcular la primera derivada temporal se lieg

@—1,[: @@t 1(Hexp( ilt) (1-31)
%[: 1 (9 @@texp( ilt ) (1-32)
@ _ 1(PHexp( ilt) (1-33)
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Para encontrar la segunda derivada temporal se derivd-83 nuevamente con respecto al
tiempo con lo que se obtiene

@._@

@ - ot il (Pexp( i't) (1-34)
%: il () @@texp( it ) (1-35)
% =22 ((Hexp( ilt) (1-36)

Remplazando (-17), (1-33 y (1-36 en la ecuacon (-30

i212 j(Hexp( it )=¢cr? (Hexp( ilt)

+(1C+2 ) @2 it mexp( it) (1-37)

Puesto que el operador diferencial Laplaciano €) depende solo de derivadas espaciales es
posible en (-37) eliminar los erminos temporales haciendo que esta ecuacttome la forma

SENCER NI NG (1-38)

Ahora multiplicando el termino de la izquierda en1-38 por %=2 y recordando que el campo
de presiones dependiente de la posicon se puede escrilm@mo la multiplicacon entre la
velocidad del sonido y el campo de densidad, ecuacohr20, la relacon anterior se escribe
como

gcﬁ 1(B)=71°¢ (9 (1; ) e 1(¥) (1-39)
2
SP@=r e it E o 2 (1-40)

Factorizando el Laplaciana ?p; (¥), entonces

r ?p1 () (1-41)

2
= 11 G5

o
o
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De niendo en (1-47) la constante sin dimensiones, Apendic€,

:|(1+)

T (1-42)

La cual se conoce como factor de amortiguamiento aaisticgue en el caso del agua tiene
un orden de magnitud pequeno de 18, por lo tanto, (1-41) se expresa en la forma

|1 2

?pl M=@ 2 )r’p (¥ (1-43)

Usando la serie de potencias con= i

1
—(1 N )2 =1 2x+3x% 43+ +n( 1)n+1 xn 1 (1-44)
X

ﬁzl 2 +3(i )" 40 )+ (TG (1-45)

Recordando que el factor de amortiguamiento tiene orden de magnitud pequeno, entonces
los erminos con potencia dos o mayor pueden ser despre@adllegado a

1

T i (1-46)

El siguiente paso es sustituir {-46 en (1-43 con lo que se obtiene

|2 1

2M (1) = m r 2py () (1-47)
| 2
a(l"‘ i) p(R) =1 ?p(F) (1-48)

Donde el ermino entre corchetes cuadrados corresponderamero de onda para el caso del
sonido propagandose en un medio ehstico, se debe notaregki tiene una parte imaginaria,
sin embargo, es importante recordar que es la parte real ddeesumero la que tiene la
informacon fsica del problema

k = !Q(“ i) (1-49)
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De niendo el rumero k, = '=,, se tiene que el rumero de onda imaginario se puede repre-
sentar como

2
k2= ko(l+i ) (1-50)

Para terminar se sustituye (-50 en (1-48 con lo cual se obtiene que

rep(F) = Kpy(¥) (1-51)

La expreson (1-51) se conoce como ecuacon de Helmholtz para ondas amortigaadcuyo
rumero de onda esta dado porX-49 . La solucon de (1-51) da la parte espacial de la ecuacon
de onda que en este caso corresponde al campo escalar deqmesp, (f). Para calcular la
ecuacbn de onda dependiente del tiempo, se asume &r4() que el campo de presiones tiene
dependencia temporal dada porl¢18, entonces derivando este campo respecto al tiempo

%‘i: @@tcﬁ 1(Bexp( ilt) (1-52)
%‘2: ilc2 ;(Fexp( ilt) (1-53)
%E;: ip (1-54)

Para que la ecuacbn (-54) sea valida se debe cumplir que

gt: i (1-55)

N
| =

= . (1-56)

i<
@t

Sustituyendo! 2en la expreson (1-47) se obtiene

N

1@ 1 1 )

rat @™ @eip ™ (57
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Sii2= 1y c, es constante, el operador diferencial asociado con la dada temporal en
(1-57 actiaunicamente sobre el campo escalap; con lo que se llega a

1 @p: 1 2
———= — 7T 1-58
c@  @a+i)y ™ (1-58)
!
o (1+0)° @p i
Escribiendo el rumero complejo enX-59 como (1 +i )2 =1+2i 2 esta ecuacbn puede

ser expresada, al tomar la parte real, en la forma

?py = ! > 2 @

c2 @3
La relacon (1-60 corresponde a la ecuacon de onda amortiguada en tres dinsones, cuya
solucon es el campo escalar de presionpsgenerado por una onda sonora que se propaga
con velocidad del sonida, en un medio lquido. Sin embargo, si el medio de propagand
tiene un coe ciente de amortiguamiento pequeno como en @so del agua, entonces,?
puede ser despreciado, lo que permite escribir-60Q como

r (1-60)

r’p = %@

¢ @
La relacon (1-61) representa la ecuacbon de onda, en el caso en el que se despn las
fuerzas asociadas con la viscosidad, es decir, cuande 0, esta aproximacbn es conocida
como ecuacon de onda no viscosa. Las soluciones de6() dependen del tipo de onda y
de la geometra del problema, por ejemplo, si lo que se desestudiar es una onda sonora
viajera plana, onda que se propaga libremente en el espat¢@osolucon de (1-61) tienen la
forma

(1-61)

p1=4p,, SIn K + It (1-62)

DondeK y + corresponden a los vectores de onda y de posicon respemtnente y4 p;,,.,
representa la amplitud nmaxima de preson de la onda, que esonstante debido a que se
desprecian los erminos disipativos asociados con la visidad. Por otro lado, si se quiere es-
tudiar ondas sonoras estacionarias generadas al interia dna cavidad resonante la solucon
general de (-61) esta dada por

P1 = p1 () coslt (1-63)

La forma del campo escalap; (¥) en (1-63 se encuentra al solucionar la ecuacon de Helm-
holtz (1-51) para una geometra y condiciones de frontera dadas.
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1.2. Ondas Estacionarias En Un Dispositivo Rectangular

by

Figura 1-1.: Geometra del Dispositivo Aaistico.

En esta seccon se determina la soluconl(63, asociada con ondas sonoras estacionarias
generadas al interior de un dispositivo aaistico rectandar lleno de un medio ehstico, como
agua, Figural-1. Solucon que se establece para dos casos particularespmnero corres-
ponde a un dispositivo con todas sus paredes rgidas y el sago a un dispositivo en el cual
las paredes en direccorx son suaves.

Entonces, suponiendo que al interior de este dispositivo gmpagan ondas sonoras planas
en las tres direcciones del espacio, las cuales son re emdallegar a las paredes rgidas o
suaves, lo que establece, por la superposicon entre laglasa incidentes y las ondas re ejadas,
modos de vibracon al interior de la cavidad rectangular ggl son caractersticos del sistema,
los cuales estain de nidos por la frecuencia de las ondas soas y por las propiedades fsicas
del medio como su densidad y elasticidad. Estas ondas somoeatacionarias establecen un
campo escalar de presiongs en el Iquido que se encuentra descrito por la ecuacori{63

y cuya parte espaciap; () se obtiene al solucionarX-51). Por lo tanto, segun la geometra
mostrada en la Figural-1, la ecuacon de Helmholtz (-51), se puede escribir en coordenadas
cartesianas como

@n(d) , @nu(n , Bp(?

2 —
@x @3 @? + kp1(¥) =0 (1-64)
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Para solucionar (-64 se emplea el nmetodo de separacbon de variables descrita Arfken
(1985. De modo que se asume que las coordenadas cartesianas stgpendientes entre si,
lo que permite de nir el campo de presionep; (¥) en la forma

PL(F) = pr(XY;2) = p (X) py (V) P2 (2) (1-65)

Ahora, usando (-65 para separar (-64) en tres ecuaciones diferenciales ordinarias, se rem-
plaza (1-69 en (1-64), con lo que se obtiene

@px( X) @py (v)
@y

@pz( 2) ,

Py (Y) Pz (2) + Py (X) pz (2)

+py (X) py (Y) + K2p () py (V) P2 (2) =0 (1-66)

El siguiente paso es dividir 1-66 por (1—63, para llegar a

1 @, 1 @), 1 @2
() @ py) @ pA(2) @2

Dejando el ermino relacionado con la coordenad= a lado izquierdo de la ecuacon y todo
lo demas en la parte derechaX-67) se puede expresar en la forma

+k?=0 (1-67)

1 @) _ 1 @) 1 @p(2
P (X) @X () @ p.(2) @2

Recordando que las tres coordenadas espaciales se han akumomo independientes, por
consiguiente, es posible igualar el termino izquierdo eh-68 a una constante

k? (1-68)

1 @ (x) _
P (x) @X

Sustituyendo (1-69 en la ecuacon (-68

k2 (1-69)

k2 - 1 @py (y) 1 @pz (Z) k2
o) @ p(2 @

Reescribiendo {-70 de tal manera que el ermino asociado con la coordenadaquede al
lado izquierdo y todo lo denas al lado derecho

(1-70)

1 @py(y) _ 2 1 @p;(2)

- = k2 -
by @ % p) 2 (1-71)
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Asumiendo nuevamente que el termino de lado izquierdo es ifaauna constante

1 @) 2 i
) @ - (1-72)

Remplazando (-72 en (1-7))

s 12 1 @p.(2)
K =k p.(2) @2

Porultimo, haciendo lo mismo con la coordenada

k? (1-73)

1 @p.(2) _
D 6% = k2+ k2 K2 (1-74)

Igualando el factor del lado izquierdo enl(74) a una constante

1 @p.(2) _ o )
@ @ - © (1-75)

Tomando (1-79 e introduciendok? en (1-74 se encuentra que la magnitud del rumero de
onda en tres dimensiones puede ser escrita como

kI =ki+ ki K (1-76)

2 1,2 2 2
k2= K2+ K2+ K (1-77)

Es importante resaltar que por medio del netodo de separacide variables se logro dividir
la ecuacon (1-64) en el conjunto de ecuacioned (69, (1-72 y (1-795. Las cuales representan
ecuaciones diferenciales ordinarias de segundo orden &&las de manera independiente con
cada una de las dimensiones del espacio y cuyas solucionesla® funcionespy (x), py (y)

y p; (), que al ser remplazadas enl{65 determinan la solucon general de la ecuacon de
Helmholtz (1-64) en tres dimensiones.

Con el propsito de encontrar &cilmente la solucon de {-69, (1-72 y (1-79, para los dos
casos de intees, se debe notar al igualar a cero estas etuaes que su forma matenatica
es del tipo oscilador armonico, como se observa ei+(9, (1-79 y (1-80.

@pe (x) |
@%

K2p, (x) =0 (1-78)
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@g g(/y) + K2p, (y) = 0 (1-79)
2 1 p.2)=0 (1-80)

Por lo tanto las funciones solucon de las relaciones anteres pueden ser expresadas en
erminos de seno o coseno, sin embargo, para determinar Esuciones correctas es necesa-
rio tener en cuenta las condiciones de frontera dadas en cameo de intees. Entonces, a
continuacon se presentan las soluciones dé-{8, (1-79 y (1-80 al considerar primero un
dispositivo rectangular con todas sus paredes rgidas ygendo un dispositivo rectangular
con paredes suaves en la direccon

El cambio en las condiciones de frontera en direccox esta relacionado con el hecho de
considerar el dispositivo rectangular como un canal en el@se introduce lquido de forma
controlada a lo largo dex. Por consiguiente, el caso de paredes rgidas puede ser aslaon
como una situacon completamente teorica de una @amaraactangular resonante. Sin em-
bargo, la condicon de paredes suaves en puede ser considerando como una situacbn en
la cual se unen los extremos del dispositivo rectangular aneactores de otro material que
permiten, por medio de bombas, el ingreso controlado dedmio convirtiendo a este sistema
en un canal.

1.2.1. Solucon Paredes Rgidas

Asumiendo un estado fundamental de resonancia en la cavidaonde el campo de preson
tiene valores maximos en las paredes rgidas del disposi, antinodos de la onda estacio-
naria, y un valor de preson cero en el centro del dispositiy nodo de la onda estacionaria,

condicbn de resonancia que se establece cuango= 'y = ", = 5, Figura 1-2. Se tiene que
los campos de presorpy (x), py (Y) Y p. (z) que satisfacen esta condicon tienen la forma

Px(X) = A1 cOos KyX) py(y) = Azcos k) Pz(z) = Ascos K, 2) (1-81)

Donde A, A, y Az son constantes relacionadas con la amplitud de preson dedmpop (+)
descrito por (1-65. Entonces, six =0, y =0y z = 0 los campos de preson {-8]) toman
la forma pc(0) = Ay, py(0) = A2y p,(0) = Az lo cual cumple con la condicon de frontera
mencionada previamente, al asociar valores maximos de @stcampos en las paredes rgidas
del dispositivo, Figural-2 .
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a) b)

Y
i Pared Rigida

Y

px(x) = Aq cos (kgx)
Py(y) = Ag cos (kyy)

l

3
=
=

&0
N
~
el

o

~

<
Ay

Pared Rigida

x
r 0 Pared Rigida

Pared Rigida

pz(z) = Agcos (kzz)

Xz
0 Pared Rigida

Figura 1-2.: Campos de preson en el dispositivo rectangular con pales rgidas dada la
condicbn de resonanciay = 'y = ; = 3. a) Campo px (x), b) Campo py (y) y
c) Campop, (2).

As como las soluciones propuestasl{81) cumplen con la condicon de frontera erx = 0,
y =0y z =0 es necesario, al tener paredes rgidas, que la velocidddl Iquido sea cero en
estas, condicon que se expresa, para cada una de las dimemss del espacio, como

dpg dp, dp,

7 = = — - = -82
dx dy 0 dz (1-82)
Derivando las ecuaciones1(81 segun (1-82 y evaluando las derivadas obtenidas en las
paredes, dond = "y,y= yyz= ", sellegaa

sin(ky x) =0 sin(ky’y) =0 sin(k; ;) =0 (1-83)
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Para que las igualdadesl(-83 se cumplan se debe satisfacer que

kx\x = nx k y‘y = ny k Z‘Z = nz (1'84)

En (1-8Y n, =0;1,23;...,ny=0;123,... yn, =0;1,23;... toman valores de enteros
positivos que representan los modos normales de vibracda la cavidad rectangular en cada
una de las direcciones del espacio. Despejando tle8§) los rumeros de onda

nx nZ

n
-y —
N ky—\— k, = =
X y z

Ke =

(1-85)

Entonces, al remplazar el conjunto de ecuacionek-81) en la solucon general de la ecuacon
Helmholtz dada por (L-65 esta expreson toma la forma

P1 () = A1A2Azcos kyX) cos (kyY) cos K,z) (1-86)

Como la multiplicacon entre constantes da una nueva consite, se puede de nirp, =
A1A,A3, con lo cual la solucon (1-86 de la ecuacbn (1-64) para el caso de una resonador
rectangular con paredes rgidas, FiguraX-2) , puede ser escrita como

p1 (¥) = pacos kyX) cos (kyYy) cos K.2z) (1-87)

Donde p, es la amplitud nmaxima del campo de presiones y los valores tes rumeros de
ondaKky, ky y k, esan dados por (l-85. Ahora si se sustituye (-87) en la solucon de la
ecuacon de onda no viscosa en el caso de ondas aasticaaa@snarias (1-63, se tiene que
el campo de presonp;, que es solucon de 1-61), al interior de un resonador con paredes
rgidas es

P1 = Pa COS KxX) COS (yY) cos k. z) cos (it ) (1-88)
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1.2.2. Solucon Paredes Suaves en Direccon X

pe(z) = Aq sin (kg )

0 Ly

Figura 1-3.: Campo de presonpy (X) en un dispositivo con paredes suaves en direccon
modo de vibracon fundamental.

Ahora , si se asume que el estado fundamental de resonanciastabdece en un dispositivo
rectangular donde la direcconx tiene paredes suaves, condicon que genera nodos de qesi
sobre las paredes y un antinodo eg Figura 1-3. A diferencia de las direccioneg y z con
paredes rgidas donde los campos de presgg(y) y p.(z), en el estado fundamental, tienen
la forma descrita en la solucon de paredes rgidas, Figurd-2b y 1-2c. Entonces, para
cumplir con la condicbn de pared suave en direccor , se tiene que el campo de presbn se
encuentra dado por

px(X) = Az sin(kyx) (1-89)

Donde A; es una constante asociada con la amplitud de presgmn,. Como (1-89 debe

satisfacer las condiciones de frontera mencionadas se ¢i€ue six = 0 el valor del campo
de preson es igual a cero, lo cual cumple con esta conditsobre la pared izquierda. Por
otro lado, six = "y se debe obtener el mismo resultado, entonces, al aplicaraesbndicon

en (1-89 se llega a

0= Ay sin (k') (1-90)

Ecuacbn que se cumple si el argumento de la funcon seno &s nultiplo entero de , con
lo cual se concluye que el umero de onda en direccontiene la forma descrita en 1-85.
Dado esto, si se sustituye la solucon1(-89 junto con los campos de presomy(y) y p.(2)
de nidos en el caso de paredes rgidas, ecuacionesgl), en la solucon de la ecuacon de
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Helmholtz (1-65 se determina que la solucon de la ecuacon de onda no vasa en el caso de
ondas aasticas estacionarias, generadas al interior de dispositivo rectangular con paredes
suaves en direccorx, es

p1 = Pasin (kyx) cos (yY) cos K,z) cos (t ) (1-91)

1.2.3. Frecuencias de Resonancia

Como el rumero de onda en direccorx es igual en los ambos casos, pared rgida y suave,
es posible encontrar la magnitud del vector rumero de ondd al remplazar el conjunto de
ecuaciones -89 en (1-77) con lo que se obtiene

2 2 2
n n n
k= X + X + Z (1-92)
X y z
2 2 2
n n n
2 2 X y z _
k? = S+ 2+ 2 (1-93)
X y z
S
_ ng n§ n2
k - q + q + 7 (1'94)
X y z

Esta magnitud del rumero de onda permite establecer la fraencia fundamental de resonan-
cia en el dispositivo rectangular, Figurd-2 y 1-3, al igual que otras frecuencias resonantes
asociadas con modos de vibracon diferentes. Para ello serbe |la velocidad del sonida,
en erminos de la frecuencia y la longitud de onda como

G = nx;ny;nzf Nx;Ny;Nz (1-95)
Recordando que la longitud de onda puede ser de nida en la ricat
2
NxiNyinz — « (1-96)

Remplazando (-96 en (1-99 y despejando la frecuencia se llega a

G
> K (1-97)

fnx;ny;nz =
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Por lo tanto, al sustituir la magnitud del rumero de onda da@ por (1-94 en (1-97) se tienen
gue las frecuencias de resonancia (frecuencias naturaks)el dispositivo rectangular son

S

n2 nz
L L

5
NN

K
o
=
=l
A=
o~
-
o
=
3
o,

Pared Rigida

Pared Rigida

Pared Rigida

Pared Rigida

Pared Rigida

0

Uy

(1-98)
@
0 by
Yy
T
0 ly
Yy
7y
0 Ly

Figura 1-4.: Tres primeros modos de vibracon de la cavidad resonanen direccon x con
pared rgida y suave. Campo de preson con a), =1, b) ny, =2y c) ny =3:
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Si, por ejemplo, se supone que el dispositivo rectangulabsa en direcciones/ y z con su
modo de vibracon fundamnetal,n, = n, = 1, se generan los campos de presbon mostrados
en las Figurasl-2b y 1-2c. Pero si en direcconx donde las paredes pueden ser rgidas o
suaves la cavidad vibra en alguno de sus tres primeros modsss,obtienen, en cada caso los
campos de preson de la Figurd-4.

1.3. Campo Vectorial de Velocidades en el Dispositivo

Usando los resultados anteriores se hallaa el campo vegtdrde velocidadesy; generado
por la onda estacionaria al interior del dispositivo rectagular en los dos casos mencionados
previamente. Para ello se parte de la ecuacon de Navier-&&s de nida para los £rminos
de primer orden (-16), entonces, al remplazar la identidad {-25 en (1-16 esta ecuacbn
toma la forma

@v_
0 @t
Factorizando el terminor (r %) en (1-99 se obtiene

(o ow)+ o (row) cr o (1-99)

0%’:: @+ )r (r wm) &r , (1-100)

Sustituyendo el factorr w en (1-100Q por la ecuacon de continuidad descrita enX-28 se
llega a

R LI S (1-101)
0%: - %r % 2 (1-102)
Derivando respecto al tiempo el campo de velocidad arnomiclado por (-19

%:: @@tV1 (Fexp( ilt) (1-103)
%: = ilv (Hexp( ilt) (1-104)

Insertando las derivadas1-109 y (1-33 y el campo escalar de densidad, dado por (1-17)
en (1-102
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i @exp( ity = Gy

1(r)exp( it)
cr i(Pexp( ilt) (1-105)

reorganizando cada termino

1+ )

(o]

il o Mm(p)exp( it) =1l r a(®exp( ilt)

r ¢ .(®exp( i't) (1-106)
Multiplicando el primer factor del lado derecho enX-106 por %=z e introduciendo la velo-
cidad del sonido al gradiente se llega a

il o m(Fexp( ilt) =1 r ¢ (¥exp( ilt)

1+ )
¢ o

r ¢ i(®exp( ilt) (1-107)

En 1-107los factores entre corchetes cuadrados corresponden a lwpos de velocidad y
preson dependientes del tiempo descritos ed{18 y (1-19, por consiguiente estos erminos
se representan simplemente pov; y p;. Adenas, recordando que el factor de amortigua-
miento aastico esta dado por (-42), se tiene que(-107 toma la forma

il Mm=2irpr p (1-108)

Ahora, factorizando el gradiente de preson y el signo menos

i om= (1 2 )rp (2-109)

Si en la expreson anterior se introducé? = 1y se aproxima el factor (1 2i ) segin
(1-46), entonces, al despejar el campo de velocidadgsen (1-109 se obtiene

i2
V= r 1-110
1 i 0(1 Ay )2 P1 ( )

wr pl (1'111)

M =
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En el caso del Imite no viscoso, es decir, cuanda< 1, aproximacon donde se desprecian
las fuerzas disipativas relacionadas a la viscosidad, elngao vectorial de velocidades se
escribe como

w= —rp (1-112)
. o}

Se debe resaltar que en las ecuacionési(l) y (1-1129 se cumple conv; = r ;, condicon

con la cual se establecio la identidadL{25. Por lo tanto, sequn (1-111 y (1-112 para el

caso amortiguado y no amortiguado, respectivamente, el goicial escalar ; esta de nido

por

[
1= mpl para 60 (1-113)

1= |I_p1 para =0 (1-114)
. o

Para calcular la forma del campo vectorial de velocidades ehdispositivo aastico en los
casos de pared rgida y suave, Figurd-1. Inicialmente se debe recordar que al interior del
resonador hay agua o un liquido con caractersticas simikes, esto permite despreciar el
termino  debido a su pequeno orden de magnitud, Agendid@. Por lo tanto, bajo esta
suposicon ¥, se encuentra dado porl-119, entonces, calculando primero al p; tomando
el campo de presbn descrito porX-88 para el caso de una amara rectangular con paredes
rgidas, se obtiene

@DA @DA @DQ

rp.= —XI + )} (1-115)
_ @ A
I pr= Pa @Xcos kxXx) coskyy)cos k,z)cos(t )i

@ cos k,y) cosk,z)cos(t )]

@y

+ Pa COS Ky X) cOs (KyY) @@Zcos k,z) cos(t)R (1-116)

+ Pa COS Ky X)

r pr= Paky Sin (kex) cos kyy) cos K,z) cos (t )T
Paky COS kyX) sin (K,Y) cos k,z) cos (t ) |
Pak; COS kyX) cOS (yY) sin (k,z) cos (it ) K (1-117)
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Remplazado (-117 en (1-112 se encuentra que el campo vectorial de velocidad, en el caso
de paredes rgidas erx, esta dado por

ky Sin (keX) cos (yY) cos k,z) T
+ Ky COS KyX) Sin (k,y) cos k,2) |

+k; cos kxx) cos yY) sin (k,z) R cos (t) (1-118)

Por ultimo, se calcula la magnitud de (-118 para ello se debe notar que;, es complejo,
por lo tanto, su magnitud esta de nida segun la relacon

V= v (1-119)
Donde v, representa el complejo conjugado dd.{11§ el cual esta dado por
N = 'I& Ky Sin (keX) cos K,Y) cos k,z) T

0

+k, €OS KxX) sin (kyy) cos k,z) §'

+ Kk, cos kyX) cos yY) sin (k,z) R cos(t) (1-120)

Haciendo el producto punto descrito enl119, se llega a

V2= PR 2gin? (ki x) co (k,y) cod (k,2)
+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)

+ k2 cog (kyx) cog (kyy) sin® (k,z) cog (It) (1-121)

Sacando raz cuadrada en ambos lados dé-(2] se tiene que la magnitud del campo de
presiones en el caso de un dispositivo con todas sus paredétas es

k2 sin? (kyx) co& (kyy) cos’ (k,z)

+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)

+ k2 cog (kex) cog (kyy)sin® (k,z)  cos(t) (1-122)
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Ahora realizando un procedimiento similar se calcula el cample velocidades y su magnitud
en el caso de paredes suaves en direcoorEntonces partiendo de la expresoni-115 donde
se sustituye el campo de presione$-01) se encuentra que el gradiente del campo de presbon
es

Pa Qg (kxx) cos KyY) cos k,z)cos (t )T

rp.= @x
+ pa Sin (kyx) @@ycos kyy) cosk,z)cos(t) P
+ Pa Sin (kxX) cos KyY) @@Zcos k,z) cos(t)K (1-123)
I p1 = Paky COs kxx) cos (KyY) cos (,z) cos (it )T

Paky Sin (kxX) sin (k,y) cos k,z) cos (t ) |
Pak; sin (kxx) cos yY) sin (k,z) cos (it ) R (1-124)

Introduciendo (1-124 en (1-112 se concluye que el campo vectorial de velocidad, en el caso
de paredes suaves ex esta dado por

M = ky COS (kyX) COS Ky,Y) cOS k,z) T

iPa
|
ky sin (kyx) sin (k,y) cos K.z) I

K, sin (kxx) cos KyY) sin (k,z) R cos(t) (1-125)

Haciendo el producto punto {-119 se tiene que la magnitud al cuadrado del campo vectorial
(1-125 es

V2 = Pa k2 cog (kyx) cos (k,y) cos (K,z)
+k? sin? (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)

+ k2 sin? (kyx) cog (kyy) sin® (k,z) cog (It ) (1-126)

Aplicando raz cuadrada en ambos lados del{12§ se obtiene nalmente que la magnitud
del campo de velocidades en este caso es
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Vi = Pa kZ cog (kxx) cog (kyy) cos (K,z)

I
0
+k? sin? (kyx) sin® (kyy) cos’ (k,z)
1=

+ k2 sin® (kex) cog (kyy) sin? (k,z)  cos(t ) (1-127)

1.4. Fuerza de Primaria de Radiacon Aaistica

Ly

by

Figura 1-5.: Fy,, sobre una partcula estrica al interior del resonador metangular. La Inea
gris representa el campo de presop, (z) generado al interior del dispositivo
paran, = 1. Es importante resaltar que la resonancia ocurre en lases dimen-
siones del espacio, sin embargo, en esta imagen, por singdid, solo aparece
la componentep, (z) del campo de presiones.

Al suspender una partcula esgrica al interior del reson@or rectangularesta interacua con

el campo de presiones descrito pof{88 si todas las paredes del dispositivo son rgidas o
con el campo de presionesl{9]) si las paredes en direccorx son suaves, lo que genera,
por transferencia de momentum entre la onda sonora y la patila, una fuerza sobre ella
conocida como fuerza primaria de radiacon aastic&y,, vector azul Figural-5. Si el campo
de presbn p; es originado por ondas con frecuencias del ordenMéiz, la F, se obtiene
del promedio temporal en un ciclo de oscilacon completost® se debe, a que el movimiento
de la partcula, inducido por la Fy, es lento comparado con la escala de tiempo asociada al
periodo de oscilacon de los campos de presori-89, (1-97) y velocidad (1-118, periodo
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que tiene un orden de magnitud de los . Por lo tanto, para calcular laF, es necesario
escribir los campog; y v, usando promedios temporales, segun la de nicon

T

hFi = F (1) dt (1-128)

=l

0

Donde T es el periodo de oscilacon de la onda lgFi representa el promedio temporal del
campo F que en este caso puede ser el campo escalar de presionesciecea (-89 vy
(1-99), o la magnitud del campo vectorial de velocidades dada pasl relaciones 1-129 y
(1-127. Entonces, partiendo de la expresbn general para IB,, en la cual se asume esta
fuerza promedio igual al gradiente de un potencial5or'kov, 1962

For = Facl = Uac (2-129)

Siendo U, el potencial aaistico, el cual se determina a partir de la tdrencia entre Ep

y Ex ecuacbn(1-130, cantidades que segun el aralisis dimensional hecho ehAgendice

C representan, respectivamente, el promedio de la densidad energa potencial aaistica
Ep , la cual se relaciona con la elasticidad del lquido y su defaacon en cada punto del

espacio, y el promedio de la densidad de energa cireticauatica Eyx del medio, energa

ciretica que es transmitida a una partcula de volumenV suspendida en el lquido. Con lo

acabado de mencionar, se tiene qu. esta dado por:

Uge=V f1 Ep gfz Ex (1-130)

Si en (1-130 los promedios de densidad de energa se de nen segun lagiaciones
ps (1-131)

V2 (1-132)

Donde ; = ,c2 representa el nodulo de elasticidad volunetrico del Iglido. De manera que
la expreson (1-130Q se puede escribir como

Uae = V Zf_l p% % V% (1-133)
f



Captulo 1. 1.4 Fuerza de Primaria de Radiacon Aaistica 3

En (1-130 y (1-133 los factoresf, y f, corresponden a erminos relacionados con la com-
presibilidad y densidad, respectivamente, conocidos cormoe cientes monopolar y dipolar,
los cuales se calculan mediante la teora de dispersoBiuss 2012 y cuyas ecuaciones tiene
la forma

1 2 2
fi=1 = fo= 5 (1-134)

Agu y son constantes adimensionales que corresponden a la dextsicklativa entre la
partcula y el uido y a la razn entre las velocidades del snido en la partcula y el medio

=P (1-135)
f

o |

Entonces, para calcular |laF,, dada por (1-129 en el caso de paredes rgidas y suaves en
direccon x, primero se encontraan los promedios de la densidad de eg® potencial y
ciretica descritos por las ecuacionesl{13] y (1-132.

1.4.1. Densidad de Energa Potencial Ep

Para calcular E, primero se determina el promedio temporal del campo de pra@sesp;
asociado con la solucon de paredes rgidas mediante lamrson (1-13J), por lo tanto,
tomando (1-89 y elevando esta ecuacbn al cuadrado se llega a

pf = ps cog (kyx) cos (kyy) cos (K,z) cos (It ) (1-136)

Aplicando la de nicon ( 1-128 para calcular el promedio temporal deX-139

]
1
o= plt (1-137)

0
Sustituyendo (1-139 en (1-137

T

p? = p2 cog (kxx) cos (kyy) cos’ (k,z) cos (!t ) dt (1-138)

—|

0

Como la integral esta de nida sobre la variable temporal, @onces, el operador dt actua
unicamente sobre la parte temporal de 1-136, obteniendo

7 = Pz co¥ (k«x) cos (kyy) cos (k,z) !

2 = cog (It ) dt (1-139)

0
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Para solucionar la integral en {-139 se usa la identidad trigonomnetrica

cog (x) = %+ %cos (X) (1-140)

Tomando la integral temporal en (-139 y haciendo la sustitucon x = It y dt = ‘,’—X la
integral toma la forma

T 1 X
cog (It )dt = -
0 0

cog (x) dx (1-141)

Ahora remplazando la identidad {-14Q en (1-14])

X X

Il cog (x) dx = '} % + %cos (%) dx (1-142)
. 0 . 0
2 3
X X X
1,1 1
= cog(x)dx = - 45 dx + 5 cos (X) dxd (1-143)
. 0 ' 0 0
Siu=2xydx=%
2 3
X u
1,1 1
= cog (x) dx = = 4 SX+ 5 cos u) dud (1-144)
. 0 . 0

Haciendo la integral de cos) y sustituyendo u = 2x, se obtiene la solucon

X

cog (x) dx =

1.1 g
— - 1-14
2x+ 4S|n(2x) ( 5)

1
! 0

1

0
Recordando quex = 't y dx = !dt , por lo tanto, al sustituir x en (1-149 y evaluando los
limites de integracon

T

|1 cog (It )!dt =

1. 1 T
| — | -
2.t + 4sm(2.t) (1-146)

1
! 0
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T

T 1 .
cog (It )dt= >t Ism(2!T) (1-147)
0

EscribiendoT = 2,— en la funcon trigononetrica sin (2!T ) de (1-147

T

T 1 . 2
cog (It )dt= 5% g sin 2! T (1-148)
0
;
T 1 .
cog (It )dt = 5+ 4—|sm(4 ) (1-149)

0

Como sinn =0 el segundo ermino de la derecha enl(149 se hace cero, por lo tanto la
solucon de la integral es

T

cog (It )dt = % (1-150)
0
Ahora, sustituyendo (L-150 en (1-139 se tiene que el promedio temporal dgZ es
2
7 = Pz cog (k«X) cos’ (kyy) cos (k,2) T (1-151)
T 2
2
P = p—z""co§(kxx) cog (kyy) cog (k,2) (1-152)

Para terminar y encontrar la densidad promedio de energagtencial en el caso de paredes
rgidas en x se remplaza {-152 en (1-13) con lo cual se obtiene

Ep = %co§(kxx)cosz(kyy)co§(kzz) (1-153)

Ahora si se realiza el mismo procedimiento, descrito para eso rgido, usando el campo
de presiones asociado a paredes suaves en direcepecuacbn (1-91), se encuentra que la
densidad promedio de energa potencial al tomar paredesames es

Ep = %sinz(kxx)co§(kyy)co§(kzz) (1-154)
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1.4.2. Densidad de Energa Ciretica Eg

Ex se calcula teniendo presente la ecuacori{(132, en la que se observa que es necesario
primero determinar el promedio de la magnitud del campo vemtial de velocidady,, entonces,
aplicando la de nicon (1-129 a la magnitud de este campo

T

vadt (1-155)

—| =

Vi
0

Introduciendo primero en (-155 la magnitud al cuadradov? hallada para el caso de paredes
rgidas en el dispositivo, dada por {-121), se llega a

T 2

P2 k2 sir? (kex) cog (kyy) cof (k,2)

1
T !
0

vi

(o]

+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos (k,z) ;

+ k2 cog (kxx) cos (kyy) sin® (k,z) cog (It) dt (1-156)

Recordando que el operador dt actia sobre la parte temporal en {-159, por lo tanto

2

Pa

o

2
Vi

% | kZ sin? (kxx) cos (kyY) cos (k,z)
+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos (k,z)
# o1

+ k2 cog (kxx) cos (kyy) sin® (k,z) cog (It ) dt (1-157)

Remplazando la solucon de la integral 1-150 en (1-157%

2

P

2 - 1
T

Vi

k2 sin? (kyX) cog (kyy) cog (k,z)

(o]

+ k¢ cos (kyx) sin? (kyy) cos (k,z) 4

+ k2 cog (kyx) cog (kyy) sin? (k,z) % (1-158)

Cancelando el periodo y organizando los £rminos, el promiie hvZi puede ser escrito nal-
mente como
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2
2 _ Pa

Vi _2|22
" (o]

kZ sin? (kxx) cos (kyY) cos (k,z)
+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
+ k2 cog (kxx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-159)

Porultimo, al remplazar (1-159 en (1-132, escribiendo la frecuencia angular en £rminos de
la magnitud del vector rumero de onda y la velocidad del sahd como! = ¢k, se obtiene

L opg 2 cirn2
hEi = 2R 2 k2 sin? (kxx) cog (kyy) cos (k,z)
+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
+ k2 cog (kyx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-160)
= P i (kex) co2 (kvy) co2 (k2)
AR T ' Z

+ k¢ cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
+ k2 cog (kyx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-161)
Recordando que ,c2 corresponde al modulo de elasticidad voluretrico del lgido ¢, en-

tonces, el promedio de densidad de energa ciretica en elso de un dispositivo rectangular
con todas sus paredes rgidas es

2
hE,i = 4pak2 k2 sin? (kyx) cog (kyy) cos (k,z)
f

+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos (k,z)

+K2 co2 (Kyx) cog (kyy) sin? (k,z) (1-162)

De igual manera se calcula el promedio de densidad de erergretica en el caso de un
dispositivo rectangular con paredes suaves en direccon Por lo tanto, al calcular primero
el promedio de la magnitud del campo vectorial de velocidag con el resultado {-126 y

luego introduciendo el promedio obtenido erl{(132 se llega a
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2
hE,i = 4pak2 k2 o2 (kex) co (K,Y) cof (k;2)
f

+k? sin? (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,2)

+ k2 sin? (kyx) co& (kyy) sin? (k,z) (1-163)

1.4.3. F, en Dispositivos con Paredes Rgidas

Con los resultados anteriores es posible a partir d&-(29 calcular el vector F,, en tres
dimensiones que actuia sobre una partcula eskrica al terior de un resonador rectangular
con paredes rgidas, Figural-5. Para ello, primero se determina el potencial aaistico al
sustituir (1-153 y (1-162 en la expreson (1-130 con lo que se obtiene

Usc (X;Y;2) = V 4p—§‘f1 cog (kxx) cog (kyy) cos (k,z)
f

3p2
8 k2

fo kZsin? (kex) cog (kyy) cos (k,z)
+k? cos (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)

+ k2 cog (kyx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-164)

Factorizando el termino% y multiplicado el primer miembro a la derecha del(-164 por

2f 1 y el segundo por 32, se llega a

Uac (X;y;2) = % 2f 1 cog (kxx) cos (kyy) cos (k,z)
2

ke .
3f zk—’; sin? (kyX) cog (kyy) cos (k,2)
2

3f zk—é cog (kxx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
K #
3f zt—g cog (kxx) co& (kyy) sin® (k,z) (1-165)

Ahora, de niendo el potencial aastico maximo U, como

Uo

Vi
o (1-166)
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Uy = —Eac (1-167)

DondeU, tiene unidades de energa, Apendice€. En (1-167 el terminoE .. corresponde a una
cantidad fsica que representa la densidad naxima de enga aaistica, segin se evidencia
en el amalisis dimensional hecho en el Agendic€ ecuacon (C-34). Entonces, al comparar
(1-166 con (1-167 se concluye quée,. puede ser escrito en la forma

E.= P (1-168)
ac —

Sustituyendo (1-166 en (1-169 se encuentra que el potencial aaistict,. (X;y; z) esta dado
por

Uac (X;Y;2) = Uy 2f4 coS (kex) coS’ (kyy) cos’ (k;2)

2

ke .
3f zk—’; sin? (kyX) cog (kyy) cos (k,2)
2

k
3f zk—é cog (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
#

3f Zt_g cog (kxx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-169)

Recordando que l&F,, se determina al calcular el gradiente del{169, sequn se de nd en
(1-129. Por lo tanto, al aplicar el operador diferencial nabla al ptencial U, (X;y; z) (1-169
toma la forma

@k (XY 2)n @lalc(x;y;Z)JA @kt (xyi2)p
@x @y @z
El siguiente paso es calcular cada una de las componentesdé {0 usando (1-169. De tal

modo que al hacer las derivadas espaciales se encuentram gada direccon del espacio los
resultados que se describen a continuacon

For = (1-170)

Componente x de la Fuerza Fy,

Derivando (1-169 respecto ax
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% = U°@@x 2f 1 002 (kyx) co€ (K,y) cog (k;2)
2
af 2% sin? (kxX) cos (kyy) cos (k,z)
2
af zk—é cog (kyx) sin? (kyy) cos’ (k,z)
K #
2
3f 2% cog (kxx) cog (kyy) sin® (k,z) (1-171)
Aplicando el operador deriva solo a los erminos que dependde x
W = U, Zfl@@x cog (kx) co€ (k,y) cog (k,2)
k2 .
Bka_;@x sin? (kxx) o€ (kyy) cos (k,z)
5O e i g
ﬁzﬁ@x cos (kxx) sin®(kyy)cos (k,z)
k2 .
ﬁzﬁ@x cog (kx) cog (kyy) sin? (k,2) (1-172)
Haciendo la derivada@@x cog (kyx) se obtiene
@ _ @ _
@x cog (kyx) = @ oS Ky X) oS (KyX) (1-173)
@ _ @ @
@x cog (kyx) = cos (kxx) @Xcos keX) + @Xcos kxX) cos KyX) (1-174)
@@x cog (kyx) =cos(keX)  kygsin(kex) + Ky sin (kxx) cos kxX) (1-175)
@ 2 _ :
— c0S (kyX) = ky2sin(kyx)cos KyX) (1-176)

@Xx
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Usando la identidad deangulo doble sin () = 2 sin (x) cos (x) en (1-176 la derivada toma
la forma

@ _ .
o cog (kyx) = Kk sin (2Kkyx) (1-177)

Ahora encontrando la derivada@@X sin? (kyx)

@@X Sin? (kyx) = @@X sin (kxX) sin (kxX) (1-178)
@@X Sin? (kex) = sin (kex) @@Xsin (KeX) + @@Xsin(kxx) sin (kex) (1-179)
2 S (x) =sin(kx) kecoskx) + keCoskex) sin (ko) (1-180)
@@X sin? (kyX) = ky2 sin (keX) coS KyX) (1-181)

Empleando la identidad deangulo doble en1-18J), la derivada anterior se escribe como

Q@

@x sin? (kyX) = Ky sin (2kyeX) (1-182)

Remplazando los resultados de las derivadak-1{77 y (1-182 en (1-172

W: Up 2f1  kesin(2kx) co (kyy) cog (k,2)

= Ky sin (2kex)  cog (kyy) cos (k,2)
3,2 Kesin(2kex) sin? (kyy) cos (k,2)
#

3,2 Kesin(2kex) co (kyy)sin? (k,z) (1-183)

Factorizandok sin (2k.x) y operando los signos
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@LL(XY;2) _

ax - = kxUo Sin (2Kyx) 2f; cog (kyy) cos (k,2)

2
+3f2% cog (kyy) cos (k,z)
2

Ky
3f2ﬁ sin? (kyy) cos’ (k, z)

3f 2% cog (kyy) sin® (k,z) (1-184)

Agrupando erminos en (1-184 se encuentra que la componente de laF, es

Qe (xy;2) _ kZ

ax - = kyUosin (2kyex) — 2f4 + 3f2k2 cog (kyy) cos (k,z)
kS k2 #
3f 5, o Y sin® (kyy) cog (k, z)+ 2 cos (kyy) sin? (k,z) (1-185)

Componente y de la Fuerza Fy,

Tomando la derivada correspondiente a la componengeen (1-170 y remplazando el poten-
cial

@4 (xy.2) _ @
ey - Uo@nylcos’(kXx) cos (kyy) cos (k,z)
3f ZE_)E sin? (kyX) cog (kyy) cos (k,z)
2

3f %co§(k x) sin® (kyy) cos (K, z)

3fzk— cog (kyx) cog (kyy) sin? (k,z) (1-186)

Aplicando el operador derivada a los factores dependientes ld coordenaday
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@k (xy:2) _

@
oy Us 2f1 cog (keX) ay cos (kyy) cog (k,2)

SfZ% sin? (ky x) y cosz(ky)/) co? (k,2)

3f k—co§(k x)— sin? (kyy) co (k,2)
@y #

3f2k— cog (kyX) yco§(kyy) sin?(k,z)  (1-187)

Si se concluye, al compararl(187 con los resultados 1-177 y (1-182, que las derivadas
en la ecuacon anterior y tienen la forma

Q@

@y cog (kyy) = kysin(2kyy) (1-188)
@@y sin? (kyy) = ky sin (2kyy) (1-189)

Remplazando las derivadas1¢188 y (1-189 en (1-187%

—@ lal: (@X'yy’ Z) = UO 2f 1 CO§ (kxX) ky sin (Zkyy) CO§ (kZZ)

k2 .
3fzpsm (kxx)  kysin(2yy) cog (k,z)

2

k§
3fzp cos (kxx) kysin(kyy) co (k,z)
#

af 2% cog (k) kysin(2kyy) sin®(k,2) (1-190)

Si se operan los signos y factoriza el termirlg sin (2ky,y), al igual que se hizo con la coor-
denadax, se llega a
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@LL(XY;2) _

oy - = kyU, sin (2k,y) 2f; cog (kex) cos (K,2)

k2 |
3f2k—; sin? (kyx) cos (k,2)
2

+3f2k— Y cog (kex) cos (k, z)
3f2k— cog (kyx) sin? (k,2) (1-191)

Porultimo, agrupando los factores que se encuentra al iner de los corchetes cuadrados se
obtiene

@ (xy;2) _ k2

oy - = kyU, sin (2k,Y) 2f1+3f2k2 cog (kyx) cos (k,2)

3f, %sm (kyX) cos’ (k, z)+ ks = cog (kyx) sin? (k. z) (1-192)

Componente z de la Fuerza F,

Para calcular esta componente se realiza el mismo procedinto, con el cual se llego a las
ecuaciones1-189 y (1-199, entonces, para la direccornz se tiene que

k2
% keUosin (2) 261 +3f5; % cog (kx) cos (kyy)

3f 5, EZ sin? (Kxx) co§(kyy)+ K Y cos (Kex) sin® (kyy) (1-193)

For en Tres Dimensiones

Recordando que laF,, se encuentra dada por el gradiente del potencial aastidd, , en-
tonces, sustituyendo los resultados encontrados para cat@anponente, ecuacionesl {189,
(1-199 y (1-193, en (1-170Q se obtiene
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2
For = kyUo Sin (2keX) 2f1+3fzt2 cog (kyy) cos (k,z)
k #
3fz Psm (kyy) cos (k, z)+ ke 2 cos (kyy)sin®(kzz) T
2
+k, U sin (2, ) 2fl+3f2k—; cog (kyx) cog (K,2)
#
3f, EZ sin? (kyX) cos (k, z)+ ke 2 cos (kex) sin? (k;z) |
k2
+k,U,sin (2k,z) 2, + 3f 2k2 cog (kxx) cog (Kyy)
#

2

3f, E—sm (KyX) cosz(kyy)+ Ky % cos (kyx) sin? (kyy) R (1-194)

Ahora remplazando los erminos sifA(k,y) = 1 cog (k,y), sin®(k,z) =1 cog(k,2) y
sin? (kyxX) =1 coF (KeX)

k2

For = kyUo Sin (2keX) 2f1+3f2k2 co¢ (kyy) cos (k,z)
#
5 1 cod 2 K o 2 i
3f, 2 1 cos (kyy) cos (k, z)+ >cos (kyy) 1 cos (k;2) |
n k2
+ky U, sin (2K, y) 2f1+3f2k2 cog (kyx) cog (k,2)
R #
3, % 1 cog (kex) cog (k, )+ .5 ke 2cos (kex) 1 cos(kz)
k2
+k, U, sin (2k,2) 21‘1+3f2k2 cog (kyx) cog (kyy)
2 k #
3f, % 1 cog (kex) co§(kyy)+ Ycod (k) 1 cod(ky) K (1-195)

Multiplicado los factores en el segundo termino de cada coomente de la igualdad 1-195,
factorizando co (kyy) cog (k,z) enf, cog (kyx) cog (k,z) enf y cog (kyx) cos (k,y) enk y
agrupando erminos con factor conun 3f, se llega a
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. f >
For = keUosin (2kex) 21 + 3;(—2 ki+ kZ+ kZ cos (kyy)cos (k.z)
#
k2 k2 R
3f 5, —co§ (k, z)+ 2 cos (kyy)
ky U, sin (2k 2t D2 424424 k2 cod (k < (k
+ yUoSIn (2 yy) 1t F y+ x T K co ( XX)CO ( ZZ)
#
k2 k2 A
3f, co§(k )+ 15 2 coS (kex) |
; 3fz 2 2 2 SZ s2
+k,Upsin(2k,z) 2f,+ @ ky + ki + ki cos (kex) cos (kyy)
#
k2 k
3f, co§(kyy) + co§(k x) K (1-196)

Recordando quek? esta dado por (-77) la ecuacon (1-199 se transforma en

For = kxUosin (2kex)  2f1 +3f, co (kyy) cos (k,2)

#
5 cog K o2 (ky) T
3f, PCO (k; z)+ > cos (kyy) 1
+kyUpsin (2kyy)  2f;+3f, cog (kex)cos (k,z)
#

3f, k—co§(k z)+ co§(k x) |
+k,Upsin(2K,z) 21 +3f, cog (kex) cos (KyY)
#

3, K co§(kyy)+ co§(k x) K (1-197)

Para terminar de calcular laF, se toma el termino 2; + 3f, y se introducen en este los
coe cientesf, y f, dados por ((-139 , lo que permite reescribir este factor como

Zfl+3f2:2 1 — +3

(1-198)



Captulo 1. 1.4 Fuerza de Primaria de Radiacon Aaistica 8
2 6 6 6 6 2
2f 1 +3f,=2 —2+2+1— 2+1+2 — (1-199)
6 6+4 +2 2 10 4 2
2t +3f, = > 1 = 531 2 (1-200)
Factorizando el 2 enl-200se llega a
5 2 1
2f,+3f,=2 5T 3 (1-201)
Si el termino entre paentesis en {-20]) se de ne como
5 2 1
=541 2 (2-202)

Donde la constante se conoce como factor de contraste aaistico o impedanciaustica,
constante que es de importancia ya que al estar de nida a parde la relacon entre den-
sidades y velocidades del sonido de la partcula y el medisy valor, para partculas con
diferentes propiedades fsicas, puede ser positivo 0 néga lo cual se relaciona con la direc-
con del vector Fy,; por lo tanto, si > 0 la direccon de F,, es hacia los nodos de la onda
estacionaria, pero si < 0 la direccon Fy, es hacia los antinodos de la onda, en la Figura
1-5 se ilustra el caso de una partcula con> 0. Entonces, sustituyendo 1-202 en (1-20)

se puede escribir en la forma

2fl+3f2:2

(1-203)

Introduciendo (1-203 en (1-197, factorizando el 2 del termino entre corchetes cuadrados

y de niendo la constante adimensional

0

3f, 12
2 %f 1+ fo
se obtiene que la ecuacbn de &, en tres dimensiones es

2

k
For = 2Ky U osin (2keX) co (kyy) cos (k,z) ° k—é cog (k,z) +

(1-204)

k? i
k—g cod (kyy) 1
#

2 2
+2k, U osin(2k,y) cog (kcx)cos (k,z) ° %co§(kzz)+ %cosz(kxx) i

#

2
+2k, U ,sin(2k,2) cog (kex) cos (kyy)  ° t—’zcosz(kyy) + %cos’(kxx) K
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considerando que cds = (cos2 +1) =2 la expresbn de laF,, en tres dimensiones toma la
forma

B . 1 1 1 1 %2
For = 2Ky U o sin (2k«Xx) I + ZCOS (Xyy) cos (X,z) + 5 3 2 cos (Xyy)
2 0 #
1 1 y 2 2 A
+- - 2 - +
> 3 2 cos (%k,2) K2 ky + k; 1
: 1 1 1 1 2
+2ky U o sin (2ZkyYy) 2 + Zrcos (X4 x) cos (X,z) + 5 3 e cos (X4 X)
, #
11 X 2 2 N
+ 5 3 e cos (X,2) o ki + kZ ]
: 1.1 11 %
+2k, U ,sin (2k,z) 2 + ZCOS (KxX) cos (XKyy) + 5 3 2 COS (XxX)
Ck2 0 #
1 1 > 1o
s 5 k2x Cos (XyY) 55 i+ Kk R

(1-205)

Se debe recordar en la expresonl{205 que la magnitud del rumero de ondak y los
rumeros Ky, Ky y K;, asociados con el estado de resonancia, estin dados pordesaciones
(1-85 y (1-94. Adenms, es importante resaltar que enX-199 las constantes y °eshn
relacionados con las propiedades fsicas del medio y la waia, como se evidencia en las
expresiones 1-139, (1-139, (1-202 y (1-204.

For €n Dos Dimensiones

Si la componentex en el resonador rectangular, Figurd-5, se hace grande comparada con
las otras dos dimensiones, 'y y x ', no hay resonancia en esta direccon, as que

0 (1-206)

Por lo tanto, la componentex en (1-205 se hace cero, debido a que sink) = sin (0) = 0.
Entonces, para un capilar rectangular en el qug es grande comparado con las otras dos
dimensiones del espacio y, ademas; 6 ", la F,, tiene solo dos componentes y su ecuacon,
al usar la condicon (1-209 en (1-203, es
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" #
2
For = 2ky U o sin (2k,y) %+ %cos (%,2) 0% P
" #
k2
+2k, U o sin (2k,2) %+ %cos (%) Ok—g kR (@-207)

For €n Una Dimenson

Ahora asumiendo que hay resonancia solo en la direccpnsituacon que puede ser ilustrada
con el campo de presiones representado en la Figar2b, por consiguiente, para que se de
esta condicbn de resonancia es necesario que

0 (1-208)

Entonces, al remplazar {-209 en (1-207 se concluye que l&,, en una dimensbn tiene la
forma

For = 2 k yUssin (2,y) | (1-209)

1.4.4. F, en Dispositivos con Paredes Suaves enx

Para calcular laF, cuando se consideran paredes suaves en la direccoulel dispositivo
primero se determina, al igual que en el desarrollo hecho coaredes rgidas, la forma del
potencial aaistico usando la densidad de energa potertiy ciretica. Por tanto, al sustituir
(1-159 y (1-163 en la relacon (1-130Q se obtiene que el potencial aastico en este caso esta
dado por

Uac (X;Y;2) = Us 2f 1 sin® (keX) cos’ (kyy) cos’ (k,2)

3f ZE_)E cog (kex) cog (kyy) cos (k,z)
2

k
3f2k—‘; sin? (kxx) sin? (kyy) cos (k,2) ,

2

3f 2% sir? (kyx) co€ (K,y) sin? (k,z) (1-210)

Donde U, es el valor de potencial aastico maximo de nido segun laexpreson (1-169, k la
magnitud del vector de onda dada porl-94 y Ky, ky y k, los rumeros de onda descritos en
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la ecuacon (1-89. Ahora, recordando que la forma de |&,, se calcula mediante el gradiente
del potencial aaistico, expreson (-129. Entonces, al derivar (-210 respecto ax, yy z
y haciendo un procedimiento similar al descrito en el casgido con el cual se enconto
(1-189, (1-199 y (1-193, se obtiene que las componentes defy, son

W = 2k Uosin(2kex) o (kyy) co (k;2)
@ #
0 co§(k )+ 5 G 2 cog (kyy) (1-211)
%;Z) = 2ky U osin (Zkyy) sin? (kyx) cos (k,2)
#
° tz cog (k:2) + ;% ks 2 sin? (kyx) (1-212)
% =2k, Uosin(2k,z)  sin? (kex) cos’ (kyy)
o K¢ 2 ki i
w2 €08 (kyy) + 15 sin” (kxX) (1-213)

Siendo el factor de contraste aastico y ° una constante de nidas por las expresiones
(1-202 y (1-209, respectivamente. Por ultimo, al sustituir (1-210, (1-212 y (1-213 en
(1-170 se encuentra, para el caso del dispositivo rectangular cparedes suaves en direccon
X, que laFy en tres dimensiones tiene la forma

" #
K2 2
For = 2Ke U osin(2keX) cog (k,y)cos (k,z) ° k—gco§(kzz) + %C0§(kyy) T
" #
+2ky U osin (2k,y) sin® (kyx)cos (k,z)  ° E—cosz(k z) + k “Zsin® (kex) |
" #

+2k, U osin(2k,2) sin? (kex) cos (kyy) — ° K co§(kyy)+ ky sin? (kex) K

De igual forma que en el caso de paredes rgidas si €os= (cos2 +1) =2 y sir# =
(1 cos2)=2laF, tridimensional puede ser escrita como
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_ 1 1 1 1 %2
For = 2kg Uosin(2yx) -+ —cos(kyy)cos(&z)+ 5 5 5= C0s(&yy)
4 4 2 2 k
#
1 1 %
+ E E k_2y cos (2(22) W kg + k22 1\
. 1 1 11 2
+2ky U o sin (2kyy) 2 Zrcos (X«X) cos (X, 2) 5 3 e cOos (XyX)
#
1 1 %2 0
t5 3 k2X cos (X,2) o k2+ k2
: 1 1 1 ;
+2k, U ,sin (2k,z) ) Zcos (X x) cos (Xyy) 5 3 @ cOos (XyX)
#
1 1 %2 0
55 kzx cos(XyY) s k2+ k2 K

(1-214)

Es importante resaltar en (-214 que si no hay resonancia en la direccor, es decir, Si
ks = 0 todas las componentes de la fuerza aastica ed-@14 se hacen cero. Por lo tanto, si
se va a de nir para este caso la fuerza en dos dimensiones sel@uede hacer al consideran
las componentes de la fuerza en los planosy) o (x; z).

For en Dos Dimensiones

Tomandok, = 0 0 k, = 0 en (1-214 la F,, en dos dimensiones , para el caso de paredes
suaves en direccorx, se puede escribir en los planos;) y (x;y) como

! #
2
For = 2ke U osin (2Kkyx) %+ %cos (%,2) 0% T
! #
+2k, U ,sin (2k,2) 1 }cos(2< X) ox R lano (x;z)
y4 [0} Z 2 2 X k2 p ’
(1-215)
! #
_ . 1 1 K A
For = 2Kx U o sin (2kyx) > + écos (XyY) 2 |
! #
: 1 1 K2 A _
+2Ky U o sin (2kyy) > écos (K x) 2 ] plano (x;y)

(1-216)
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For €n Una Dimenson

Porultimo, para establecer la forma de laF,, en una dimensbn se asume quk, = k, =0
con lo cual se obtiene que su expresbn, en el caso de paresies/es erx, esta dada por

For = 2Ky U osin (2kex) T (1-217)

Es importante notar al comparar (-209 con (1-217 que su forma en general es igual en
ambos casos, sin embrago, al utilizar paredes suaves la Zadiene asociado un signo menos
gue cambia el sentido de esta fuerza.

Con el resultado de I&F,, en una dimensbn para el caso de un dispositivo con paredesiges
enx, ecuacbn (1-217, termina la deduccon de laF,, en tres, dos y una dimenson para los
dos casos considerados, ahora con las expresiones tesraracontradas en el siguiente captu-
lo se proponda un modelo fsico tridimensional que desitre el movimiento de partculas
eskricas de tamano micromnetrico con propiedades siraikes a las de pa@asitos déeishmania
sometidas a la accon de la&F,, generada por un campo aastico de onda estacionaria y un
ujo transversal en direccon Xx.



Cap'tulo

Movimiento en el Campo Aastico

En el captulo 1 se calcub, mediante la expreson general desarrolladaop Gor'kov (1962
en erminos del potencial aastico, laF,, que acua sobre una partcula estrica suspendida
al interior de un resonador rectangular con paredes rgiday suaves en la direccorx, Figura
1-5, con lo cual se hallaron las expresiones teorica$-R09 y (1-219 que representan leF,
en tres dimensiones en los dos casos de intees.

En este captulo se usaman las ecuacionesl{209 y (1-219 en el desarrollo de un modelo
fsico que permita estudiar el movimiento en tres y dos dinmsiones de partculas o paasitos
de Leishmania sometidos a la accon del campo aaistico al interior del dpositivo rectangu-
lar. Para ello, adenas de laF,,, se suponda que las poblaciones al interior del disposii
interactian con el campo gravitacional y el lquido el cu& ejerce sobre estas una fuerza de
arrastre viscoso y de empuje. Adicionalmente a las fuerzaseqactian sobre partculas o
elulas individuales, se considera@a tamben una fuera de interaccon entreestas generada
por el contacto que experimentan en las zonas de equilibriaustico.

Entonces, desples de identi car las fuerzas sobre las panias se estableco, mediante un
aralisis diramico, la ecuacon de movimiento de las polaciones. Ecuacon que se solucioro
usando el algoritmo Forest-Ruth optimizado el cual se em@aleen diramica molecular para
simular el movimiento de sistemas con muchas partculas.skb permito por medio de si-
mulaciones visualizadas con Gnuplot 5.0 estudiar el movienmito individual y en grupo deN
partculas eskricas de tamano similar al de los paasis de Leishmania Aralisis que pro-
vee informacbon para comprender el comportamiento de lospsitos expuestos a un campo
aaistico de una onda estacionaria. Por consiguiente en laiqppera parte de este captulo se
describe cada una de las fuerzas mencionadas con excepadera Fy, la cual fue presentada
el captulo previo. Luego se explica el procedimiento meghte el cual se solucioro la ecuacon
de movimiento y porultimo se describen los resultados ohtedos.
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2.1. Fuerzas Sobre las Partculas o Paasitos

a)

b) by

Ly

Cy

Figura 2-1.: Fuerzas que actian sobre las partcula o paasitos enl@lispositivo rectangular.
(a) Fuerzas debido al campo gravitaciondi, al arrastre del Iquido Fy, al empuje
del lquido E y al campo aasticoFy,, para dibujar estas fuerzas se supuso que
el objeto se desplazaba diagonalmente hacia arriba segandireccon de laFy, .
(b) Fuerzas de contacto entre las partculas en las zonas @guilibrio aastico
Fij oFj.
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Para construir el modelo, adenas de la fuerza aastica v negro Figura2-1a, se supuso
gue las partculas por la interaccon con el uido experimentaban dos tipos de fuerzas.
Por una lado, fuerzas de arrastre viscoso, vector azul Figutala, relacionadas con su
movimiento o con el ujo generado en direccorx. Y por otro, fuerzas de empuje asociadas
con la preson hidrostatica establecida por el peso delduido, vector gris Figura2-1a, las
cuales tiene la misma direccon pero sentido contrario algso de cada partcula o elula,
vector rojo Figura2-1a. Es importante resaltar que al llegar a la zona de equilibrimustico,
adicionalmente las poblaciones interacuan entre si endoagregados a trawes de fuerzas de
contacto asumidas para el modelo como fuerzas de Hertz, veetoblancos Figura2-1b. A
continuacon se describe en detalle cada una de estas fuezon el propsito de establecer
la ecuacon de movimiento para las\ partculas o elulas al interior del dispositivo aaistico
con geometra rectangular.

2.1.1. Fuerza de Arrastre Viscoso Fy

La Fy, vector azul Figura2-1a, es una fuerza generada por la friccon que ejerce el Iqio
sobre los objetos que se mueven enel o si el objeto esta erompy el uido en movimiento
con velocidadv se puede interpretai=y como la fuerza que ejerce el ujo sobre el objeto. Al
ser esta una fuerza disipativa su direccon es opuesta a lmatcon de movimiento del objeto
cuando este se mueve el lquido, pero si el objeto es transaolo por el uido la direccon
de F4 va en la direccon del ujo. En general esta fuerza dependeeda forma del cuerpo,
de la velocidadd a la cual se mueve el objeto en Iquido, de la velocidad del ja v si hay
movimiento del uido y de la viscosidad dirmmica del Iquido (Cengel & Cimbalg 2006
Nakayamg 2000. Con lo anterior la Fy puede ser de nida en magnitud como

Vv 2

Fa= CoA— (2-1)
DondeA es elarea del cuerpo proyectada sobre un plano vertical ad&eccon del ujo, Cy4
es un coe ciente adimensional conocido como coe ciente deastre cuyo valor depende de
la forma del cuerpo y el termino¥ = corresponde a la presbn diramica del Iquido en la cual

representa la densidad del Iquido w? su rapidez o magnitud de la velocidad relativa entre
el movimiento del Iquido y el objeto. Si el objeto que se mwe en el Iquido es de forma
eskrica el coe ciente de arrastre, para rumeros de Reytus ! pequenosRe 1), (Cengel

& Cimbala, 2006 Nakayama 2000 tiene la forma

Cog= =— 2-2
= & (2-2)
1 Factor adimensional que predice si el ujo de un lquido es laminar oturbulento, este rumero depende

de la densidad del uido, de la viscosidad diramica  del Iquido, del dametro del ducto Do de su
radio hidaulico R, siendoD?= 4R, y de la rapidez promediov del ujo, con lo anterior este rumero
esh dado segin la expresbn Re = Y2— (Mott. , 1996).
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Al sustituir ( 2-2) en (2-1) la fuerza de arrastre generada sobre un objeto de formaezgfa,
conocida como fuerza de Stokes, se puede escribir como

Fa= 671 o1 W) (2-3)

El signo menos enZ4-3) se relaciona con el hecho que esta fuerza es contraria a l&cton
de movimiento de la partcula, r, representa el radio de la partcula estrica y la resta en¢
velocidades corresponde a la velocidad relativa del objeteel uido.

2.1.2. Fuerza de Flotacon Fj

La fuerza de otacbn F, se genera al sumar el vector de pesodel objeto, generado por la
interaccon de su masa con el campo gravitacional, echa j@ Figura 2-1a , con el vector
asociado al empujd€, fuerza que se establece por la diferencia en la preson fusiatica del
Iquido, echa gris Figura 2-1a. Entonces si se de nen los vectores de peso y empuje como

+ = Moy g (2-4)

E= mgy (2-5)

Dondeg = 9,85 K es el vector de aceleracbn gravitacionalnep; la masa del objeto y
mjiq la masa del Iquido, masas que pueden ser escritas en emos de la densidad en la
formamey = oV Y Mig = 1iqV respectivamente, siendojq la densidad del lquido, op;
la densidad del objeto W su volumen. Con esto se tiene al sumar las fuerzas en direaco
vertical,Figura 2-1a, que F, puede ser escrita como

Fo=++E (2-6)

Fo=V (o ig)® (2-7)

Ahora si se tiene un objeto de forma eskrica, como una patila de latex, con radior, al
sustituir V por el volumen de una esfera2(7) toma la forma

N

Fo= =r3(ob 1q)8® (2-8)

w
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Es importante resaltar en 2-8) que Fy, puede se positiva, negativa o cero, dependiendo de
la diferencia entre la densidad del objeto y el uido. Por efaplo, si oy > g la Fy €s
negativa, dado el sentido del vectog, lo que signi ca que el objeto se hundira en el Iquido,
por otro lado, si oy < g la Fp €s positiva haciendo que el objeto se desplace hacia arriba,
en direccon z positivo, 0 ote y porultimo si o, = g la Fy, es cero, lo que quiere decir,
gue el objeto estara suspendido en el Iquido sin ningunimovimiento efectivo hacia arriba o
hacia abajo en direcconz (Cengel & Cimbalg 2009.

2.1.3. Fuerza de Hertz Fj

La Fj es una fuerza de contacto que se genera entre partculas garagregacon deN de
ellas en las zonas de equilibrio aastico, nodos de presde la onda estacionaria, entonces,
si se supone que se tienen dos partculas, la partcula sena p; y la partcula j-esima p;,
gue entran en contacto al ubicarse en la zona de equilibrictas ejercen una sobre la otra
el par de fuerzas normales a las super cies en contad® y Fj, vectores blancos Figura
2-1Db, las cuales corresponden a la fuerza que ejepcsobrep; y la fuerza que ejerce, sobre
pi, respectivamente, cuya magnitud y direccon es igual persu sentido es opuesto. Estas
fuerzas en magnitud dependen de la forma de las super ciescamtacto, de la rigidez de los
objetos y de la distancia de penetracon relativa entre eds , Figura 2-1b (Skrinjar et al. ,
2018. Por lo tanto, se de ne la magnitud de esta fuerza, conocidaomo fuerza de Hertz, en
la forma

Fy = KOP (2-9)

Donde los subndices enZ-9) representan la interaccon entre la partcula iesimay jesima
de lasN partculas ubicadas en el nodo al interior del dispositivaastico, K ° es conocido
como paametro de rigidez yn es un exponente no lineal que al igual que® depende de las
propiedades ehsticas del material y de la forma geonetra de las super cies en contacto.
Entonces dado el contacto entre dos esferas con radipg r;, como las partculas mostradas
en Figura2-1b, el paametro K °puede ser calculado segun la relaconSkrinjar et al. , 2019

4 " Er
K= M 2-10
3 hy) i+ (2-10)
Siendo el pammetrohy de nido para cada partcula en la forma
h -« K=1j (2-11)
k= Ye =L

Expreson en la que los erminosYy y ¢ representan el modulo de elasticidad de Young y el
coe ciente de Poisson del material, respectivament&Krinjar et al. , 2018.
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2.2. Ecuacon de Movimiento

Para encontrar la ecuacbn asociada con el movimiento de yartcula al interior del dispo-
sitivo aastico, sometida a la accon de laF,,, de nida por (1-209 o (1-214, de la fuerza
de arrastre Fy, (1-219, de la fuerza de otacon Fy, (2-8), y de la fuerza de Hertz, 2-9),
se hace la suma vectorial de estas fuerzas, con lo que se obtisi la partcula se desplaza
hacia una regon de equilibrio aaistico, nodo de presongue la ecuacon de movimiento en
tres dimensiones puede ser escrita en la forma

For + Fy+ Fp= mya (2-12)

Siendom, la masa de la partcula y-a su aceleracbn. Se debe resaltar que ef-(2 no se

tienen en cuenta la interaccon entre partculas. Sin embrgo, cuando la partcula llega al

nodo de presbn esta interacua con otras debido al contae generado entre ellas, por lo
tanto, bajo tal condicon es necesario adicionar a la ecuaig de movimiento (2-12) la fuerza

de Hertz,(2-9) , con lo cual 2-12 se escribe como

Fpr + Fd + Fb+ Fij = mpa (2-13)

Las ecuacionesZ-12 y (2-13 representan las ecuaciones de movimiento de la partculias
cuales pueden ser reescritas de forma general si se tienesgmie que la suma de fuerzas
de nida al lado izquierdo de cada ecuacon representa ladwa netaFy sobre la partcula,
por lo tanto, la ecuacon de movimiento en cualquier caso es

Fn = mya (2-14)
a+ N =g (2-15)
Mp

Recordando que la aceleracon de la partcula se puede de@r como la segunda derivada del
vector de posicon¥, la ecuacon (2-15 toma la forma

2
d=f(t) N Fn

——+ —=0 2-16
dt? mp (2-16)

Esta expreson, en erminos matenaticos, es una ecuaen diferencial de segundo orden cuya
solucon es la funcon vectorial +(t), solucon que se obtiene al integrar Z-16 respecto al
tiempo. Sin embargo, su solucon puede ser determinada di@amente o no dependiendo
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de la forma de laFy. En nuestro caso debido a la forma de |&, en tres dimensiones
establecida en el capitulal, ecuaciones 1-209 o (1-219, la relacon (2-16 no puede ser
solucionada analticamente por tanto se desarrolb un goritmo con C + + que permitd
mediante integracon nunerica encontrar la solucon apoximada de @-16).

Es necesario resaltar que soluciona2{L6 fsicamente signi ca determinar la posicon, ve-
locidad y aceleracon de la partcula en cualquier instate de tiempo, lo que permite de nir
su trayectoria en el espacio, ayudando, as a comprenderamportamiento de la partcula
cuando actuan sobre ella las fuerzaB,,, Fy, Fy, y Fjj descritas previamente.

2.2.1. Solucon de la Ecuacon de Movimiento

Para solucionar @-16 nunericamente es necesario notar que esta ecuacon segple rescribir
como dos ecuaciones diferenciales de primer orden. Para sk debe recordar que la acele-
racon de la partcula corresponde al cambio de su velocadl en el tiempo, por lo tanto, si
Aa= 4t |la ecuacon de movimiento expresada sequr2(14) toma la forma

F‘
44= N4t (2-17)
mp
F‘
H= H(t) + m—N4t (2-18)

p

Por otro lado, si se considera que la velocidad de la partlzues la razon de cambio de su
desplazamientod ¥, se de ne la otra ecuacon de primer orden como

4= tht (2-19)

= *f(t)+ 4t (2-20)

Entonces, la solucon de 2-16), para un sistema aastico corN partculas, se obtiene al en-
contrar 1y ¥ de todas las partculas en diferentes tiempos dadas unasndiciones iniciales,
es decir, con los valores del vector de posic#{(0) y de velocidadt(0) ent = 0. Para lograr
esto se eligo el algoritmo Forest-Ruth optimizado, usaden simulaciones de diramica mole-
cular, que permite integrar las ecuaciones de movimiento sistemas de muchas partculas
con alta e ciencia computacional Omelyanet al. , 2002.
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2.2.1.1. Algoritmo Forest-Ruth Optimizado

Este algoritmo permite encontrartd y ¥ en un tiempo posterior partiendo de sus valores
iniciales, +(0) y d(0), con los cuales se determina la fuerza neta para este tmmy luego,
despies de un paso de tiempd t = h, se establecen los nuevos valores de posicon, velocidad
y fuerza sobre la partcula. Esto se logra al seguir la ruta de nida por (Omelyanet al. ,
2002 en la cual se establecen los pasos de evolucon de la posig velocidad desde un
tiempo t hasta un tiempot + h como

hf~ [+ (t
= H(t) + —[m( )
1= £(t) + (1 zz&hul
= e LR
t, = H + &hy
w= e 2(+ )L
3= ¥ + &hy
= s LR
*(t+ h)= £+ (1 22& hty nueva posicon
hf~[+(t + h)]

H(t+ h)= w+ nueva velocidad

m
(2-21)

En (2-21) , &y representan constantes cuyos valores esan dados p@nielyanet al. ,
2002

= +0 ;16449865155757E0+ 00
&= =0;2094333910398985= 01
= +0 ;12356926511389E7+ 01
(2-22)

Entonces, para calcular(t + h) y 1(t + h), usando @-21), se implemento este algoritmo en
un odigo desarrollado en C++, donde al dar los valores de(t) y t(t) ent = 0, se determina
la fuerza neta y luego, segunZ-21), se calculan los valores d&; y +; con los que nuevamente
se establece la fuerza y los valores y ¥, proceso gque se repite hasta encontrag y ;3 con
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los que nalmente se hallan los nuevos valores de la posity velocidad de la partcula en
un tiempot+ h. Ahora si esto se repite al introducir 2-21) en un bucle de tiempo se obtiene
la evolucon temporal de+(t) y d(t) para N partculas al interior del dispositivo aaistico
sometidas a la accon de las fuerzeB,,, Fy, Fp y Fjj .

2.3. Resultados

Para obtener los resultado que se presentaran en esta sBTt@&s necesario tener en cuenta
gue en la integracon nunerica de @-16 con (2-21) se uso un paso de tiempo de=1s y
gue los paametros, con los que se de nen las fuerzas comsatlas, asociados a las partculas
y el Iquido, como su densidad, viscosidad y velocidad dedrsido en cada medio, se tomaron
segun los valores dados en el Cuadid 1.

Paametro Smbolo Valor
Densidad de partculas p lOSO%ar
Densidad del agua f 998::%3
Viscosidad agua 20 C 1,003 10 3Pa s
Velocidad del sonido en agua Ct 1483%
Velocidad del sonido en partculas Cp 17007
Raon de velocidades del sonido 1,15
Densidad relativa 1,05
Modulo de Young poliestireno Y 3200 3400MPa
Raon de Poisson poliestireno 0;33

Cuadro 2-1.: Paametros fsicos usados en la simulacon. Tomadoseal(Bangs Laboratories
2015 Barnkob et al. , 2010.

Antes de usar el modelo propuesto se validaron los resultadwsontrados con la integracon
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nunerica, al solucionar @-16 para una partcula que se mueve en el planox(y) bajo la
accon de la fuerza aastica en una dimensbnX-209, con componente en direccory donde
no hay accon de la fuerza gravitacional ni de la preson kirosatica. Entonces, si una
partcula de 5 m se mueve transversalmente en direccog, bajo la accon de la fuerza
aaistica unidimensional (1-209 y de la fuerza de arrastre Z-3), se encuentra, al tomar
su posicon inicial y (0) = 10 m, la densidad de energa aaisticaE,. = 6# y el ancho
del dispositivo 'y = 200 m , que sus gacas de posicon transversaly (t) como funcon
del tiempo y de rapidez como funcon de la posicon, (y), Inea verde slida Figura 2-2,
ajustan perfectamente con las curvag(t) y u,(y) encontradas a partir de las soluciones
analticas dadas enBarnkob et al. (2010 y Laurell & Lenshof (2019, Inea negra lida
Figura 2-2, y cuya forma matemnatica est representada por las expremes @-23 y (2-29
respectivamente.

y(t) = kiarctan tan (kyy (0)) exp g—(kyro)zEact (2-23)
y
2
Up(y) = 202 g oy ) (2-24)

Dondek, corresponde al rumero de onda en direccoy, es el factor de contraste aastico
de nido en (1-202, y (0) la posicon inicial de la partcula en esta direccon r, el radio de
la partcula, la viscosidad diramica del Iquido y E . la densidad de energa aaistica dada
por (1-168. Es de resaltar que 2-23 y (2-24) se obtienen del estado de equilibrio entre la
For €n una dimenson y la fuerza de arrastréy.

(a) (b)
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Figura 2-2.: Comparacbn entre solucon numrerica y analtica en una dimenson, ambas so-
luciones describen el mismo comportamiento de la partal a) Posicon en el
tiempo de la partcula que se mueve transversalmente baja bhccon de laFy,
y b) Rapidez de la partcula como funcon de su posicony.
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Por otro lado, para la solucon de 2-16 en tres y dos dimensiones se us las libreragector:h
y Random63.h desarrolladas en C++ y facilitadas por el Grupo de Simulaon de Sistemas
Fsicos de la Universidad Nacional de Colombia dirigido poel profesor Jose Daniel Munoz.
Lo anterior permito, al incluir estas libreras en el programa construido, trabajar los vectores
de posicon, velocidad y fuerza de forma tridimensional yemerar distribuciones ordenadas
de partculas, ent = 0, al interior del dispositivo simulado.

Entonces, teniendo presente lo mencionado previamente, @ntnuacon se presentan por
medio de gma cas e imagenes los resultados encontrados sdlucionar 2-16) en tres dimen-
siones para\ partculas ubicadas en el dispositivo rectangular al corderar, primero, todas
sus paredes rgidas y segundo sus paredes suaves en dinecci

2.3.1. Dispositivo con Paredes Rgidas

Con el objetivo de determinar la solucon de Z-16 en el caso de paredes rgidas, se tomo
en la simulacon, adenas de las fuerzas descritas po?-@), (2-8) y (2-9), la F, dada por
(1-209, encontrando los resultados que se describen en la sigtegomarte de este trabajo.

2.3.1.1. Movimiento en tres dimensiones

Habiendo de nido la exprespn de laF,, en tres dimensiones, primero se simub el movimien-
to de N partculas de 15m sometidas a la accon de esta fuerza para ura,. = 18;2%
en un dispositivo aaistico, sin ujo, cuyas dimensiones &ron elegidas de tal manera que
el canal siempre vibraba con la misma frecuencia de/BHz . Dadas estas condiciones, se
enconto, para el modo de vibracon fundamentaln, = ny = n, = 1, un nodo de preson
en el centro del dispositivo donde se agregaban la mayora das partculas, Figura 2-3,
sin embargo, se obseno que partculas en ciertas regiaeen particular aquellas con al-
guna componente de su vector de posicon =7, alcanzaban sus posiciones de equilibrio
aaistico sobre las paredes del dispositivo abico, Figura3c. Adenas de lo anterior, es im-
portante resaltar la existencia de zonas de equilibrio ineble identi cadas con los rumeros
en la Figura2-3b en las cuales las partculas permanecen por un tiempo cortlurante la
aplicacon del campo hasta que nalmente tienden a desplarse hacia las paredes laterales
o inferiores. El hecho de que las partculas en estas zona&sdesplacen de esta forma y no
hacia las paredes superiores se relaciona con el efecto dedeza gravitacional en direccore.

En el caso del modo de vibracomy, =2y ny, = n, = 1 se establecieron dos agregados de
partculas en el centro del dispositivo, Figura2-4, pero al igual que en el modo fundamental,
se enconto que no todas las partcula se agregaban en estnodos de preson, hallando
algunas en las paredes, Figurz-4c, es interesante resaltar que la zona donde nmas partculas
son agregadas sobre las paredes corresponde=a =2 = 200 y adenas que al cambiar el
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modo de vibracon el paton de movimiento en el plano frorél (y; z) tamben varia como se
identi ca al comparar la distribucon de partculas de las Figuras2-3b con 2-4b.
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Figura 2-3.: Agregados formados por &, 3D que acua sobre 64 partculas de 18n para
el modo de vibracon fundamental,n, = ny, = n, = 1. a) Posicon inicial de las

partculas. b) Movimiento de las partculas hacia las pogiones de equilibrio y
c) Posicon nal de las partculas.
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Figura 2-4.: Agregados formados por |&,, 3D que actia sobre 144 partculas de 150 para

el modo de vibraconn, =2y ny = n, = 1. a) Posicon inicial de las partculas.

b) Movimiento de las partculas hacia las posiciones de eijbrio y c) Posicon
nal de las partculas.

Por otro lado, al considerar el moda, = 3y ny, = n, = 1 bajo la misma frecuencia de
resonancia se obseno la formacbon de tres agregados dertpalas en el centro del canal
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al igual que movimientos de partculas hacia las paredes rc@aractersticas similares a los

descritos en los dos modos de vibracon anteriores, Figugas.
plane (y,2)
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Figura 2-5.: Agregados formados por l&, 3D que actua sobre 224 partculas de 18

para el modo de vibraconn, = 3y ny, = n, = 1. a) Posicbn inicial de las
partculas. b) Movimiento de las partculas hacia las pogiones de equilibrio y

c) Posicon nal de las partculas.
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Estos mismos resultados fueron encontrados al simular el vimiento de partculas con
dametros de 5m y 10m , las cuales, en su mayora se agregaban en las mismas zoras d
equilibrio aaistico formando estructuras similares a lamostradas en las Figurag-3, 2-4 y
2-5. No obstante, al cambiar el dametro de las partculas se adeno, al usar la mismak ,
gue las partculas de 5m gastan mas tiempo en alcanzar los nodos de preson compdma
con el tiempo que les tomaba a partculas de 1 o 15m , resultado que se puede explicar
teniendo presente que la magnitud de &, es directamente proporcional al volumen de la
partcula, por lo tanto, al variar su dametro cambia el volumen y por ende se modica la
intensidad de laF,, que acua sobre la partcula.

Posteriormente para evaluar el efecto del uj&@ sobre los agregados formados en los nodos
de preson se simub, para las diferentes dimensiones d#ikpositivo con la misma cantidad
de partculas y valor de E4., el movimiento de las partculas usando un ujo en direcan X
con rapidez mediav de 600%- 2. Evidenciado, en partculas de 15n , que la formacon y
forma de los agregados se afecta considerablemente por @ establecido en direccorx, es
decir, que aunque prima la accorfF,, inicialmente formando los agregados esperados, luego
estos son arrastrados por el ujo hasta que nalmente todas$ partculas terminan por de-
positarse en la pared derecha del canal. Concluson que $#iene al comparar los resultados
presentados para los diferentes modos de vibracon en la kig 2-6. Por otro lado, al cam-
biar el valor de la velocidad media en direcco manteniendo la mismeaE ;. se encontio con

el aumento del ujo que el proceso de arrastre de los agregade realizaba en menor tiempo.

Adenmas, al estudiar el efecto del ujoQ se identi ® con la simulacon que partculas de
menor dametro experimentaban un movimiento de arrastre ayor que el movimiento de
conduccbn, establecido por laF,, tridimensional, hacia los nodos, hecho que se relaciona
con la disminucon de la intensidad de l&F,, al reducir el dametro de la partcula, segun se
menciono anteriormente.

DespLes de obtener los resultados descritos en los @mwafanteriores, se asumo, en la simula-
con, que largo " del dispositivo era mucho mayor que, y que ", condicon que se establece
por razones experimentales, segin se discutia en el Caydo 3 donde se describen y carac-
terizan los resonadores aaisticos construidos para la mpulacon de pagsitos. Entonces,
de niendo ahora un dispositivo con'y =4;0mmy 'y = *, =200m el cual vibra en las tres
direcciones con su frecuencia fundamental, se simub pawaa seccon del canal de 40t

el movimiento de 144 partculas de 15n sometidas a la accon de l&, conE,c = 18;2#,

(1-209, la fuerza de otacon, (2-9), la fuerza de Hertz, -9), y la fuerza de arrastre , {-214.

2 Para calcular el ujo asociados con estas velocidades medias se debeamre@r que el caudal o ujo
volunetrico se de ne como Q = Av, donde A es elarea de la seccon transversal del canal. Entonces,
dada lav usada en las simulacon se tiene que su caudal correspondiente e9@n!=.
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Encontrando al considerar un sistema sin ujo en direccoi que no se establece un agregado
central en el dispositivo rectangular y que en lugar de ellodas las partculas se desplazan
hacia las paredes laterales para agruparse sobre estas &rdo cuatro agregados continuos

tipo cadena de perlas como se evidencia en los tres modos theaebn que se presentan en
la Figura 2-7.
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Figura 2-6.: Efecto del ujo en direccon x sobre los agregados formados en dispositivo de
paredes rgidas para los modos de vibracon aj)y = ny = n, =1.b) ny, =2y

ny=n,=1lyc)n=3yn,=n,=1
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Figura 2-7.: Agregados formados en un dispositivo de paredes rgidasc = 4mm sin ujo
en direccon x para el modo de vibracbnn, = ny = n, = 1. a) Posicon inicial
de las partculas, b) Movimiento de conduccon hacia las @redes del dispositivo
y c) Agregados nales.

2.3.1.2. Anlisis del movimiento de las partculas

Para terminar el caso con paredes rgidas se estudo el mavento de tres partculas ubicadas
en diferentes posiciones iniciales al interior de cualgraede los dispositivos rectangulares
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mostrados en las Figurag-3, 2-4 y 2-5. Entonces, al considerar la partcula 1 en la Figura
2-8 con posicon inicial x;(0) = y;(0) = z(0) = 20 m se observa que esta se desplaza hacia
la parte inferior del dispositivo encontrando su posicomle equilibrio sobre una de las aristas
del canal rectangular, trayectoria naranja Figur&-8. Sin embargo, si la posicon inicial de
la partcula tiene en todas sus componentes valores cercana = 8 0 mayores, la partcula

se mueve hacia el nodo nas cercano ubicado en el centro depdisitivo como lo muestra la
trayectoria azul de la partcula 2 en la Figura2-8. Pero si cualquiera de las componentes
en la posicon inicial de la partcula tiene un valor< = 8, como en el caso de la partcula 3
con posicon inicial xj(0) =50 m , y;(0) =35 m y z(0) = 20 m , Figura 2-8, esta alcanza
su posicon de equilibrio sobre alguna de las paredes depiositivo.

particle 2: (x;(0)=60 pm, y;(0)=60 pm, z;(0)=60 pm)
particle 3: (x;(0)=50 um, y;(0)=35 pm, z;(0)=20 pm)

100

80 r [

1, (Hm) %0
40

20

20
I (Mm)

60

Figura 2-8.. Trayectoria de tres partculas en diferentes posiciorseiniciales bajo la accon
de laF, tridimensional para la condicon de paredes rgidas.

Con el propsito de comprender mejor el efecto de B, tridimensional sobre el movimiento
de las partculas se ga co para las tres partculas congleras en la Figura2-8 su posicon
como funcon del tiempo, con lo cual fue posible evidencida in uencia de los erminos
adicionales de l&F,, 3D con paredes rgidas, ecuacboni-207, en cada direccon del espacio.
En concreto, la partcula 1, con posicon inicial enx;(0) = y;(0) = z(0) = 20 m , presenta
gl cas de posicon-tiempo que con rman queesta no alcaza su posicon de equilibrio en
el centro del dispositivo, Figura2-9a. En lugar de esto, segin la superposicon observada de
estas gl cas parax y y la partcula 1 alcanza una posicon constante en estas dicciones
en =8 lo que indica que posiblemente se ubica en una posicon dguiibrio inestable
durante los primeros segundos. Ubicacbn que se modi ca cehtiempo por la accon de la
fuerza gravitacional en direcconz la cual genera anisotropa en el proceso como se identi ca
claramente con la linea negra de la Figura-9a que muestra un comportamiento distinto en
direccon z, el cual se asocia a un movimiento de cada que permite a larpaila nalmente
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alcanzar su posicon de equilibrio en una de las aristas dednal.

Es importante resaltar que la cada de la partcula 1 en dieccon z no corresponde solamente
a un proceso de sedimentacon establecido por la fuerza gtacional, si no que en adicon
a este la partcula es llevada por la fuerza aastica hacia = 0, concluson que se obtiene al
notar que la ga ca de posicon z de la partcula como funcon del tiempo no corresponde al
comportamiento tpico de un objeto que cae libremente en umido, Figura 2-9a.
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Figura 2-9.: Grm cas de posicon tiempo para tres partculas con diferentes posiciones ini-
ciales en el canal con todas sus paredes rgidas. a) Panla 1, b) Partcula 2 y
c) partcula 3 en las posiciones iniciales mostradas en ladgtira 2-8.

Por otro lado, las ga cas de posicon-tiempo para la partula 2 con posicon inicial en
xi(0) = yi(0) = z(0) = 60 m muestran superposicon en las tres direcciones del esmaci
describiendo un movimiento con el mismo comportamiento olvgado experimentalmente
y analizado teoricamente mediante laF,, unidimensional, Figuras2-9b y 2-2a, donde la
partcula en consideracon alcanza su posicon de equilrio enx = y =z =100m , la cual
es la ubicacon del nodo de presbn nmas cercano en el ceatdel canal. Lo anterior implica
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gue si la partcula tiene una posicon inicial con valores> = en las tres direcciones del
espacio lo mas probable es que esta se comporte segin loatiés en la literatura para la
For unidimensional. Para terminar el aralisis de las curvas dposicon-tiempo se rati ca,
con la partcula 3 Figura 2-9¢, el hecho que al cambiar la posicon inicial se modica el
movimiento de la partcula, es as, como dada la posicornx;(0) =50 m, y;(0) =35m vy
zi(0) =20 m para la partcula 3 esta alcanza su estado de equilibrio s@buna de las paredes
del dispositivo enx = = cony = z =0y no en los nodos de preson localizados en el centro
del dispositivo.
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Figura 2-10.: Magnitud de la velocidad generada por |&, tridimensional en cada posicon
sobre tres partculas con diferentes posiciones inicialea) x;(0) = y;(0) =
zi(0) =20 m, b) x;(0) = y;(0) = z(0) =60m vy c) x;(0) =50m, y;(0) =
35m y z(0)=20m .

Las gi cas en la Figura2-10 muestran en el planoX; y) el efecto de laF,, tridimensional so-
bre la velocidad de las partculas con las mismas posiciaéescritas en la Figur&-8, en las
cuales, independientemente de su posicon inicial, se ebg que la magnitud de la velocidad
tiene una evolucon similar a la descrita con I&,, unidimensional, Figura2-2a presentando
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siempre un maximo de velocidad en cierta posicon del espi@ y un valor de velocidad cero
en la posicon de equilibrio de la partcula, Figura2-10. Entonces, dada la posicon inicial de
la partcula 1 esta inicia su movimiento pasando abruptam#e de su velocidad inicial cero
a su velocidad maxima sobre la misma posicon er = y = 20;1m , luego la magnitud de
su velocidad decae hasta un pequefno mnimo ubicado en =10 y posteriormente la veloci-
dad se incrementa un poco hasta que nalmente llega a ceroxesr y =45 m , Figura 2-10a.

Ahora considerando la posicon inicial de la partcula 2 seadenti ca nuevamente que su
movimiento resultante es hacia alguno de los nodos de pagsiocalizado en el centro del
dispositivo, por lo tanto, en su ga ca de velocidad para eplano (x;y) se observa inicial-
mente un incremento moderado en la magnitud de su velocidaddta que alcanza el maximo
en  =svalor de velocidad que llega a cero una vez que la partculagcanza el nodo de
preson localizado enx = y = z = =, Figura 2-10b. Porultimo, en el caso de la partcula 3
la ga ca de velocidad describe un comportamiento similaal de la partcula 2, sin embargo,
al no alcanzar su posicon de equilibrio en el centro del d¢issitivo, la ubicacon del naximo
de velocidad cambia, segun se evidencia en2al0c. Estas ga cas muestran el efecto sobre
la magnitud de la velocidad debido al cambio de la posicomicial de la partcula donde su
valor maximo es alcanzado en la posicon con mayor interdad de fuerza aaistica.

Adicionalmente, se nob que para un mismo valor d& . las partculas de menor dametro
gastan nmas tiempo en alcanzar su posicon de equilibrio ogparado con el tiempo que le
toma a partculas mas grandes, hecho que se relaciona cam disminucon en la intensidad
de laF, al emplear partculas de menor volumen. Adenas, tamben & importante destacar
en que en la direcconz las partculas son afectadas por la fuerza de otaconZ-8), lo cual
implica un efecto del peso sobre la posicon de equilibricug alcanza la partcula en esta
direccbn, ya que el peso al dirigirse hacia k desplaza la posicbn de equilibrio de la partcula
ubi@andola unos micometros por debajo del nodo de presm. Situacon que es nas evidente
cuando las partculas son sometidas a fuerzas aasticag anenor intensidad asociadas con
valores de densidad de energa pequenos.

2.3.2. Dispositivo con Paredes Suaves

Ahora para encontrar la solucon de la ecuacon de movimida (2-16 en un dispositivo con
paredes suaves en la direccor, se u la expreson (-214, encontrando los resultados que
se describen a continuacon.

2.3.2.1. Movimiento en tres dimensiones

Del mismo modo que en la situacon de paredes rgidas, semgib el movimiento de N
partculas de 15m sometidas a la accon de |&, tridimensional para unak,: = 18;2# en
un dispositivo rectangular sin ujo, que vibra con los modode vibracon ny = ny, = n, =1,
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N =2,n,=n,=1y ny, =3, ny = n, =1 para una frecuencia constante de;3MHz,
Figuras 2-11, 2-12 y 2-13. Se debe resaltar que al considerar las paredes suaveg er0Q y
X = "y se genera un campo de preson diferente dentro del canaltatgular, lo cual modi ca

la diramica de las partculas.
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Figura 2-11.: Agregados formados por I&,, 3D que actia sobre 64 partculas de 1%n para
el modo de vibracon fundamental,n, = ny = n, = 1. a) Posicon inicial de las
partculas. b) Movimiento de las partculas hacia las pogiones de equilibrio
y ¢) Posicon nal de las partculas.
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Figura 2-12.: Agregados formados por l&,, 3D que actia sobre 144 partculas de 15
para el modo de vibraconny, =2y ny, = n, = 1. a) Posicon inicial de las
partculas. b) Movimiento de las partculas hacia las pogiones de equilibrio
y ¢) Posicon nal de las partculas.
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Figura 2-13.: Agregados formados por l&,, 3D que actia sobre 224 partculas de 15
para el modo de vibraconn, = 3y ny = n, = 1. a) Posicon inicial de las
partculas. b) Movimiento de las partculas hacia las pogiones de equilibrio
y ¢) Posicon nal de las partculas.

Entonces, considerando el modo de vibracom, = ny, = n, = 1 se enconto que las partculas
se mueven con diferentes velocidades hacia las paredes @ehlcdonde forman seis agregados
en las paredes del dispositivo, Figurd-11, situacon inesperada porque la fuerza aaistica
unidimensional predice la formacon de solo dos agregadobicados sobre las paredes la-
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terales del dispositivo enx = 0y x = ", efecto que no se obseno al considerar B,
tridimensional, ecuacon (1-214, donde en lugar de esto pocas partculas se desplazan lzaci
estas paredes en direccox lo cual se puede relacionar con la in uencia de los erminos
adicionales de laF, tridimensional sobre el movimiento de las partculas.

En adicon a esto se enconto en el planoy(;z) que existen cuatro regiones de equilibrio
inestable en =8, identi cadas con los rumeros en la Figura2-11b, en las que cierta can-
tidad de partculas permanecen durante un corto tiempo has que nalmente caen para
ubicarse en los nodos localizados e y enz = 0. La raoon de que el movimiento de estas
partculas sea hacia la parte inferior del canal se bebe admisotropa generada por la fuerza
gravitacional en direcconz. Tamben es de resaltar para este modo de vibracon que algas
partculas alcanzan sus posiciones de equilibrio en lasgegas del dispositivo.

Para el caso del modo de vibracomy, =2y ny, = n, = 1 se identi ® la formacon de un
agregado en el centro del dispositivo en= =y y = z = =. Sin embargo, gran cantidad
de partculas alcanzan sus posiciones de equilibrio soldes paredes laterales del canal par-
ticularmente enx = =y X = 3= como se observa en la Figura-12 donde se presenta el
proceso de formacon del agregado. Situacbn que no es gieha por laF, unidimensional
con la que se pronostica la formacon de tres agregados unoaentro del dispositivo y dos
sobre las paredes ern =0y x = 4.

En el proceso de agregacon para el modn, = 3y n, = n, = 1 con paredes suaves se
enconto la formacon de dos agregados centrales, Figut13, enx = ==y X = , as como,
ciertas regiones cada = conn = 1;3;5::: donde las partculas alcanzan sus posiciones de
equilibrio en las paredes del dispositivo. Por otro lado, skestaca el cambio en la diramica
de las partculas bajo la condicon de paredes suaves elalse evidencia al comparar el mo-
vimiento en plano {/; z) para esta condicon, Figuras2-11, 2-12 y 2-13, con el observado en
paredes rgidas, Figuras2-3, 2-4 y 2-5 donde se identi can claramente diferentes patrones
de resonancia generados por las partculas para los mismmsedos de vibracon.

Luego para evaluar el efecto del uj&® en la formacon de los agregados se simub con la mis-
ma cantidad de partculas de 15m , dimensiones del dispositivo y valor d&,. este proceso
para los modos de vibracon ya de nidos usando una = 600”“?. Encontrando, al igual que
en la situacon de paredes rgida, que primero l&,, tridimensional forma los agregados de
partculas en las posiciones ya descritas para la condiai sin ujo, los cuales posteriormente
son arrastrados por ujo en direcconx terminando su movimiento en la pared derecha del
dispositivo.
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Figura 2-14.: Formacbn de agregado tipo cadena de perlas confg, 3D para la condicon
de frontera de paredes suaves cop  y. ; Y Ny = ny = n, = 1. a) Posicbn
inicial de las partculas. b) Movimiento hacia las zonas dequilibrio aastico
y ¢) Posicon nal.

Para terminar este aralisis de laF, en un dispositivo con paredes suaves en direccon
se simub, usando 144 partculas de 1, con densidad de energa 18% para el modo
de vibracon fundamental n, = ny, = n, = 1, el movimiento de las partculas considerando
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“x =4mm, es decir, que el largo del dispositivo era mucho mayor queacho 'y y su alto .
Hallando, al tomar una seccon arbitraria del dispositivo on un largo de 400n y ujo igual

a cero, que las partculas desples de estar organizadas anera regular, Figura2-14a,
se desplazaban hacia el centro del dispositivo rectangulaara formar pequefnos grupos de
partculas, Figura 2-14b, que luego se unan en la direccorx para nalmente generar el
agregado tipo cadena de perlas mostrado en la Figuzal4c. Adenas, es interesante notar
gue no todas las partculas bajo estas condiciones se agregn el centro si no que en lugar
de ello algunas partculas dadas ciertas posiciones irates tienden a alcanzar su posicon de
equilibrio en las aristas del canal rectangular.

2.3.2.2. Anlisis del movimiento de las partculas

Con el propsito de entender mejor el cambio en la diramicae las partculas bajo la
condicon de frontera de paredes suaves se estudio el mommo de tres partculas con las
mismas posiciones iniciales usadas en paredes rgidas,Uf&gy2-15. Hallando al analizar las
trayectorias de las partculas 1 y 3 que viajan desde las gomnes iniciales erx;(0) = y;(0) =
z(0)=20m y x;(0) =50m, y;(0) =35m y z(0) =20 m respectivamente, que ambas
alcanzan su posicon de equilibrio exx = y = z = 0 en una de las esquinas del dispositivo,
como se observa en las trayectorias naranja y negra de la Fig@r15.

Figura 2-15.: Trayectoria de tres partculas en diferentes posiciorseiniciales bajo la accon
de laFy, tridimensional para la condicon de paredes suaves.

Ahora considerando la trayectoria de la partcula 2 se enctm que debido a su posicon
inicial esta tiene una posicon de equilibrio diferente,Aea azul Figura 2-15. Entonces, para
la posicon inicial en x;(0) = yi(0) = z(0) = 60 m la partcula es transportada por la Fy,
tridimensional hacia el plano X;y) enx = y = = llegando a su posicon nal enz = 0,
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ubiandose as en la pared inferior del dispositivo.

Figura 2-16.: Gm cas de posicon tiempo para tres partculas con diferentes posiciones
iniciales en la condicon de paredes suaves. a) Partculh b) Partcula 2 y c)
partcula 3 en las posiciones iniciales mostradas en la Figu2-15.

Los resultados anteriores son reforzados por las gra cas ldeposicon de cada partcula
como funcon del tiempo, Figura2-16. Donde se identi ca claramente que las partculas 1
y 3 alcanzan su posicon nal enx = y = z =0, sin embargo, la partcula 1 alcanza primero
esta posicon que la partcula 3 debido a su cercana coral pared inferior del dispositivo,
Figuras 2-16ay 2-16c. Por otra parte la partcula 2 describe tres curvas de posn-tiempo
diferentes en las tres direcciones del espacio lo que sugigue el cambio en las condiciones
de frontera enx, as como, la accon de la fuerza gravitacional en direcei z generan aniso-
tropa en las componentes de |&, tridimensional, 2-16b. Pero a pesar de las diferencias
en el movimiento asociado a cada direccon del espacio sent que la partcula 2 alcanza la
misma posicon de equilibrio en las direccionesy y, curvas azul y roja2-16b, no obstante,
su posicon de equilibrio en la direcconz resulta ser distinta.
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Figura 2-17.: Magnitud de la velocidad generada por I&p, tridimensional en cada posicon
sobre tres partculas con diferentes posiciones inicialea) x;(0) = vy;(0) =
zi(0) =20 m, b) xi(0) = yi(0) = z(0) =60 m y c) x{(0) =50 m, y;(0) =
35m y z(0)=20m.

En cuanto a las gia cas de la magnitud de la velocidad como fcon de la posicon en el
plano (x;y) la partcula describe variaciones de velocidad similasea las obtenidas en condi-
ciones de paredes rgidas, Figurd-17. Donde la partcula 1 al estar cerca de la pared inferior
experimenta unaF,, tridimensional intensa que incremente abruptamente la magud de
su velocidad inicial alcanzando en el primer instante de tigo su magnitud naxima la cual
decrece posteriormente a cero con un comportamiento casell , Figura2-17a.

Por otra parte, la partcula 2 comienza su movimiento con umncremento menos abrupto en
la magnitud de su velocidad, cuyo valor decrece desples teasn pequefno mnimo ubicado
enx=70m yy=46;6m . Luego la magnitud de la velocidad se incrementa nuevamente
hasta llegar al valor maximo enx = 86;8m yy =72;3m y nalmente cae a cero en la
posicon de equilibrio de la partcula, Figura 2-17b. Porultimo, la magnitud de la velocidad
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para la partcula 3 describe el mismo comportamiento que ebservado en las ga cas de las
partculas anteriores, Figura2-17c.

Hasta aqu se ha presentado un estudio del movimiento de pattlas esericas sometidas a la
accon Fy, en tres dimensiones al interior de un dispositivo rectangar con todas sus paredes
rgidas y suaves en direcconx, para ello se desarrolb un modelo fsico teniendo en cuen
la interaccon de estas partculas con el campo aaisticoel campo gravitacional y el uido,
lo cual se logo gracias a los resultados encontrados en aptulo 1. Como siguiente paso en
el captulo 3 se usar este modelo para medin situ la E,. en los dispositivos construidos
para manipular paasitos deLeishmania Mediciones que permitieron desarrollar un netodo
indirecto de medicon de la elasticidad de los pamasitos gartir de una expreson lineal
entre su compresibilidad y densidad. Para terminar el caplo 3 se analiza el movimiento
de Leishmania en el campo aastico con el prosito de establecer la magrd de la Fy,
en pamsitos de diferentes cepas y estadios, identi candas, diferencias en la intensidad de
esta fuerza que puedan estar relacionadas con cambios enmopiedades fsicas.



Cap'tulo

Paasito deLeishmaniay Campo Aaistico

En el captulo 1 se calcub laFy sobre partculas estricas suspendidas al interior de un
resonador rectangular de seccon transversal cuadrada dons casos particulares, el primero
asumiendo todas sus paredes rgidas y el segundo considelialas paredes en direccbrx
suaves. Esto se logo mediante la expreson general desadlada por Gor'kov (1962, ecua-
con (1-129, con la cual se encontraron las expresiones teoricas deFg en tres dimensiones
para los dos casos mencionados, Ecuaciong203 y (1-214. Posteriormente en el captulo
2, usando los resultados teoricos del captuldl, se propuso un modelo fsico que permito
estudiar el movimiento de partculas, as como la formacn de agregados al interior del re-
sonador rectangular. En el desarrollo de este modelo se ssapuue, adenmas de |&F,, las
partculas eran afectadas por la fuerza de arrastre, la fuea de otacon y al ubicarse en el
nodo de presbon por una fuerza de contacto conocida como fe@ de Hertz. Luego de iden-
ti car las interacciones de las partculas con el Iquidqg entre ellas y con el campo aaistico
y gravitacional fue posible de nir su ecuacon de movimigilo, que se solucioro mediante el
algoritmo Forest-Ruht optimizado, determinando de esta nreera la posicon y velocidad de
las partculas en tres dimensiones al interior del dispdsio.

En este captulo se estudiam el movimiento de pa@sitod_eishmania expuestos al campo
aaistico generado por ondas sonoras estacionarias en elga de los ultrasonido establecidas
al interior de un dispositivo micro udico construido con este proposito. Para ello se usaan
los valores de propiedades fsicas mediadas en los pamsij tales como volumen, densidad
y elasticidad, el modelo fsico desarrollado en el capta 2 y registros en video e inagenes
obtenidas por microscopia de luz del movimiento de diferesst cepas deeishmania en los
dispositivos desarrollados.

Entonces, en la primera parte del captulo, se describiga metodologa empleada para carac-
terizar los dispositivos aaisticos construidos usando pi#ares de vidrio de seccon transversal
cuadrada. El objetivo de esta caracterizacon fue medir ldensidad de energa aasticeE 4,
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la amplitud de preson y la magnitud de laF, maxima en el dispositivo, con ayuda del
metodo descrito por Barnkob et al. (2010.

Saber la magnitud de laF,, y la E;c es importante no lo para lograr un alto grado de
manipulacon de la muestra, lo que permite usar &, para medir o evaluar cambios en las
propiedades mea@nicas en pamsitos deeishmania Si no que adenas, en el caso de apli-
caciones nedicas o biobgicas como esta, ayuda a determirel dano que pueden sufrir las
@lulas expuestas a este tipo de campo¥Viklund, 2012, informacon de relevancia puesto
gue la mayora de estos procedimientos se hacen con nes jpaeativos, es decir, que des-
ples del tratamiento aastico las muestras biobgicas @n recolectadas para hacer ensayos
posteriores, como por ejemplo estudios bioqumicos o gitos, en los cuales se busca que
las caractersticas de las ®lulas usadas re ejen su eskain vivo.

Desples de caracterizar los dispositivos aaisticos, setdrminaron las propiedades fsicas de
los pamsitos como el tamano y forma, usando un contador Giter Beckman Z2 e inagenes
tomadas con microscopia de luz, la densidad, al hallar su ganisopcnico en gradientes

de Percoll y la elasticidad, mediante una expreson lineancontrada con el modelo teorico

propuesto en el captulo2 que relaciona su densidad y elasticidad. Luego de medir la®{

piedades fsicas se describe el movimiento deishmania en el campo aaistico usando los
registros obtenidos de la manipulacon aaistica de pronsdigotes y amastigotes en los dispo-
sitivos construidos. Para terminar, se emplea en la simutatla F, 3D con paredes suaves
en X, las propiedades fsicas mediadas y |I&,. en el dispositivo para estimar la intensidad
de laF), sobre los paasito identi cando de esta manera si cambios asu volumen, densidad

o elasticidad generan efectos signi cativos en la intensid de la fuerza aastica.

Antes de iniciar con la presentacon de resultados se deben& en cuenta que las medidas
experimentales reportadas en este captulo tienen una ietidumbre asociada con los errores
de medida, los cuales se especi can, para las diferentestickaudes, en el AgendiceE.

3.1. Caracterizacon de los Dispositivos Aaisticos

En el desarrollo de este trabajo se construyeron disposas/aaisticos micro uidcos al aco-
plar transductores cemamicosP z26 de MHz marca Ferroperm A/S a capilares de vidrio de
seccon transversal cuadrada con lado igual a 2000;05m , en la Figura 3-1 se presentan
dos de los resonadores aaisticos desarrollados. El dispes 1 se fabrio al unir un capilar
rectangular con un solo transductor piezoekctrico, Figar3-1c, lo que permito registrar con
un microscopio de re exbn el comportamiento de partcuas de laex de diferentes tamanos.
Sin embargo, al comenzar las pruebas con pagsitos Heishmania en este dispositivo fue
imposible registrar el comportamiento de las ®lulas en eampo aaistico, debido a que este
tipo de microscopio esh disenado para la observacon deateriales lidos, caracterstica
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gue es adecuada al tomar registros con partculas sobre lapgr cie del material ceamico,
pero no al usar pa@asitos. Por tal motivo se desarrollarontms resonadores como el disposi-
tivo 2, Figura 3-1c, al acoplar dos transductores en el capilar lo que permitsobre la regon
libre de transductores visualizar el comportamiento de Igza@asitos en el campo aaistico
usando un microscopio invertido disenado para observar yonitorear este tipo de muestras.

Figura 3-1.: Resonadores aasticos construidos. a) Vista del plang;{), imagenes tomadas
para el dispositivo 1 con un microscopio de re exon Olimps BX51 y para el
dispositivo 2 con un microscopio invertido de uorescenci@eiss, magni cacon
10X . b) Resonadores construidos con larga = 4;0 0;3mm y x, = 1;20
0;03m respectivamente. ¢) Dimensiones de los dispositivos dorgiepresentan
los esquemas de las ondas estacionarias generadas en ebplanaccon de la
fuerza gravitacional ; z).

Ambos dispositivos presentaban una entrada y una salida, Figu3-1b, por medio de las
cuales se estableco un ujo controlado para inyectar losgmsitos de Leishmania o diferentes
suspensiones de partculas de Latex Polyberad (Polysciences Inc) con dametro de $18m

y S:D = 0;152. El control del ujo se logo gracias a dos bombas, una bia (Pump 33
Harvard Apparatutus) conectada en la entrada y otra (Kds Scig¢ic) conectada a la salida
de los dispositivos. Las ondas estacionarias, FiguBalc, se establecieron en el interior de
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los dispositivos al conectar los transductore®z26 a un generador de funciones con dos sa-
lidas (Tektronix AFG3102C), cuya senal fue seguida permaremente con un osciloscopio
(Tektronix TBS 1102). El dispositivo 1 fue conectado a una tosalida del generador, lo que
permito, al hacer vibrar el transductor con una frecuen@ determinada, generar ondas esta-
cionarias al interior del dispositivo con un nodo en el cemtrdel capilar, Figura3-1c. Por otro
lado, el dispositivo 2 al tener dos transductores se cone@das dos salidas del generador,
estableciendo, por superposicon de las ondas estaciaaargeneradas por cada transductor,
un nodo aproximadamente en el centro del capilar sobre la zoantre los transductores, 1o
cual se logo al hacer vibrar simulaneamente estos con lamisma frecuencia, Figure3-1c.

Adicionalmente, para tomar los registros en imagen y vdeoell comportamiento de las
partculas de htex o pamasitos sometidos a la accon dé campo aaistico se usaron para el
dispositivo 1 un microscopio de re exon (Olympus BX51M) junto con una amara (Olympus
SC100) y para el dispositivo 2 un microscopio invertido de arescencia Zeiss conectado a
una @amara (AxioCam HRc) , las mediciones de distancia y tanma;-Figura 3-1a, se llevaron
acabo con los programa Stream Basic 1.9 (Olympus Corporatjoy AxioVison Rel. 4.8.2
(Zeiss) los cuales fueron calibrados previamente.

3.1.1. Frecuencia de resonancia en los dispositivos

Antes de emplear los dispositivos 1y 2 en la manipulacon dagiculas o elulas se determiro
segin su geometra y con el propsito de establecer un nodde presbon en su centro , la
frecuencia de resonancia de estos dispositivos, enton@ssjmiendo el modeb mas sencillo
en el cual se tiene resonancia en una sola dimensbon para elmer arnonico (n =1) se
encuentra al considerar estas condiciones en la ecuactr98 que la frecuencia tiene la
forma

fo= (3-1)

Donde ¢, es la velocidad del sonido en el Iquido, que para el caso @gua a temperatura
ambiente o uidos como el medio de cultivo usado con los pa#os tiene un valor aproximado
de 148%=, y ° la longitud de la seccon transversal en el capilar, cuyo i@ medido fue

200 0;05m , Figura 3-1a. Entonces, al remplazar los valores dg y =~ en la ecuacbn
(3-1) se llega a

1482=

fo= 3200 10 m)

= 370500Hz (3-2)

fo=3;709VHz (3-3)
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Este valor de frecuencia, fue introducido en el generador flenciones con el objetivo de
hacer vibra los transductores en los dispositivos 1 y 2 contaedrecuencia. Encontrando
experimentalmente que en ambos dispositivos se estalde@sonancia en su interior lo que
produca sobre las partculas de Atex o paiasitos un maimiento de conduccon hacia la regon
central del capilar, donde se de nb el nodo de preson dealonda estacionaria, generando un
agregado tipo cadena como los encontrados en el modelo itoral considerar yvi 2
Figura 3-2.

Figura 3-2.: a) Resonancia en el dispositivo 2 con pamasitos deeishmania magni cacon
10X b) Resonancia en el dispositivo 1 con partculas de htexel5m , magni-
cacon 20X .

3.1.2. Medicon de la Energa Aaistica E,. y Amplitud de Preson

Luego de veri car la resonancia en los dispositivos para lee€uencia calculada, ecuacon
(3-3), el siguiente paso fue hacer la caracterizacon de estassonadores mediante el neto-
do descrito porBarnkob et al. 2010el cual permite medirin situ, la densidad de energa
aaistica E,¢ y la amplitud de preson p,, dada por (1-169, en dispositivos micro udicos, al
ajustar la ga ca de la posicon y de la partcula en funcon t encontrada experimentalmente
con la ga ca obtenida de la solucon de la ecuacon de mawiento (2-16 para el estado de
equilibrio entre laFy, y la fuerza de arrastre de Stokes .

Entonces, se tomaron registros en vdeo del movimiento danvas muestras de partculas de
4;518m al ser expuestas al campo aaistico en el dispositivo 1, eds que posteriormente
fueron analizados con el programa Tracker 4.11.0 para edtder las trayectorias experimen-
tales de las partculas al interior del dispositivo, Figure3-3ay 3-4a. Es necesario resaltar que
en la preparacon de la muestra para estos experimentos sedmel tamano de las partculas
usando un contador Coulter Beckman Z2 calibrado para una apéra de 50m , Apendice
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D, encontrando que las partculas usadas tenan un dameb medio de 4589 0;005m con
desviacon estaindar de 1100, Figura3-3b, y, adenas, las suspensiones fueron preparadas
empleando agua HPLC Promega Ref DW0O99A (water, Ampli cation Gade) con el proposito
de eliminar las interacciones ekctricas entre partcws debido a la presencia de iones en el
agua.

Figura 3-3.: a) Trayectoria experimental de partcula de 45m medida con Tracker 4.1.1.0
en el dispositivo 1, la escala mostrada en azul est en cenetros. b) Medicon
del dametro de las partculas con el contador Coulter Bekman Z2.

Posteriormente, usando la solucon de la ecuacon de mawiento (1-209 para la Fy, unidi-
mensional en el planoX;y) se ga co la posicon y de la partcula contra t, Figura 3-4b,
curva que se ajusto con la trayectoria experimental, Figui&4a, usando polinomios de tercer
orden obtenidos con el software libre Grace-5.1.25, Figusadc. Para elegir la curva teorica
gue mas se aproximaba a la experimental se varo I&,. en la simulacon computacional
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hasta tener un polinomio con valores similares al encontragxperimentalmente buscando
entre los dos el menor error relativo, Figur&-4d.

Figura 3-4.: Medicbn de la E,. para la F, unidimensional en el dispositivo 1. a) Ga ca
experimental. b) Ga ca teorica. ¢) Ga ca del ajuste co n polinomios de ter-
cer orden y d) Error relativo entre los valores de los polindos encontrados
experimental y teoricamente.

Entonces se enconto para el caso unidimensional que elaalble E,. con el error relativo
mas pequeno en el dispositivo 1 corresponda a una enexgle 205#, Figura 3-4d y 3-5, la
cual tenia asociada una amplitud maxima de preson que seatcub a partir de la expreson
(1-169 al despejarp, con lo que se obtuvo la relacon

Pa = 2p f Eac (3-4)

Donde ; = ¢ corresponde al nodulo volunetrico del agua el cual puedees escrito en
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erminos de la densidad del lquido ¢ y la velocidad del sonido en el uidoc, por lo tanto,
al remplazar los valores de estas cantidades, Cuadtd, en (3-4) se llego a

)
_ kg m2___J .
Pa=2 99% 1483g 2,0% 0:134VIpa (3-5)

Figura 3-5.: Ajuste de las gl cas dey en funcon det para la Fy, unidimensional usando
la energa aaistica medida.

Sin embargo, como se mencioro anteriormente las partcag en cualquiera de los dispositivos
construidos esain sometidas a und,, tridimensional, dada por la solucon para paredes
suaves en direccorx, ecuacon (1-214, cuyas componentes son afectadas por la resonancia en
las tres direcciones del espacio. Entonces, utilizandoasblucon se determiro nuevamente

el valor de laE,. siguiendo el metodo descrito en el caso unidimensional, npaello, primero

se identi ® el modo de vibracon en la direccon x puesto que no se poda considerar que
ny = 1 debido a que el largo de los dispositivos era mucho mayor que sus otras dimensgne
Figura 3-1. Por lo tanto, se determiro n, asumiendo que erx el dispositivo vibraba con la
frecuencia de resonancia dada poB-J), la cual, poda escribirse como

fo= nxzi (3-6)
X

Despejando de la ecuacon anterion, y asumiendo que x = 4mm para el dispositivo 1 se
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encontio que

2ty _ 2(3705 1CPHZz)(4 10 3m)

20 3-7
Co 14830 (3-7)

Figura 3-6.: Medicbn de la E,c para la Fy, tridimensional en el dispositivo 1. a) Determi-
nacon con Tracker 4.11.0 de la velocidad del ujo erx. b) Ga ca teorica. c)
G ca del ajuste con polinomios de tercer orden y d) Error elativo entre los
valores de los polinomios encontrados experimental y teoamente.

Adicionalmente, usando el programa Tracker 4.11.0 se est@di que la velocidad del ujo

en x era aproximadamente 3@-%-, Figura 3-6a, valor que es importante puesto que en la
situacon tridimensional la posicon y de la partcula se afecta considerablemente por el ujo
en direccon x segun se describd al nal del Captulo 2 en el caso de I&,, en paredes suaves.
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Desples de estimar el modo de vibracon y la velocidad delujo en direccon x se introdujo
los valores encontrados junto a, =4mm, 'y = ", =200m y ny = n, =1 en la simulacon
tomando como posicon inicial de la partcula la de nida en la trayectoria experimental,
Figura (3-4)a, obteniendo as la gia ca teorica de la posicon y de la partcula como funcon
del tiempot que se presenta en la Figurd-6b.

Seguido de esto y al igual que en el caso unidimensional sestjlel polinomio asociado a la
curva teorica con el obtenido de los datos experimentaleBjgura 3-6¢, al cambiar el valor
de laE4. en la simulacon, encontrando, que el error relativo mas peefo estaba dado para
una densidad de energa de;Q#, Figuras 3-6d y 3-7, con la cual, se halb que la amplitud
maxima de preson en el caso tridimensional era

r
k 2

=2 9980 1483° 92
m S

J

o 0;284M pa (3-8)

Figura 3-7.: Ajuste de las gia cas dey en funcon det para laFy, tridimensional usando la
energa aastica medida.

Es importante resaltar, al comparar las energas y presies encontradas en el caso unidi-
mensional y tridimensional en el dispositivo 1, ecuacion€3-5) y (3-8), que al aumentar el
valor de laE,. a mas del triple la presbn maxima p, se duplica, situacon que resulta en
un incremento de laF,, como se evidencia al comparar la ga ca de la componetede esta
fuerza en funcon de ancho del dispositivo obtenida al coidgrar la fuerza tridimensional,
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curva azul Figura 3-8, con la ga ca encontrada al considerar la fuerza en una diemson,
curva verde Figura3-8.

Figura 3-8.: Gl ca de la componentey de laF, en funcon del ancho del dispositivo 1 en
el caso ®, curva azul, y D, curva verde.

Por otro lado, la medicon de laE,. permitd analizar la Fp, en los dispositivos construidos,
esto se logo al determinar los valores maximos de esta fu, Fy, .., , usando ga cas como
las mostradas en la Figure3-8, lo que ayud a establecer la relacon entre l&,, ., VY el
tamano, densidad y elasticidad de la partcula, Figura8-9, 3-10 y 3-11, segun se describe
a continuacon al considerar laF,, 3D para paredes suaves en el dispositivo 1.

3.1.21. F y tamano de partcula

Prmax

La relacon entre la Fy,.., y el dametro se halb manteniendo las propiedades del wlo y
de la partcula constantes en la simulacon para una posmn inicial y, = 15;1m , posterior-
mente se vario el tamano de partcula desder@ hasta 10m para determinar los valores
de laFy,, que se muestran en el Cuadrg-1.
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Dametro ( m ) | Radio (m) | Fpr,... (PN)
2 1,0 0;17818
3 1,5 0;59549
4 2,0 1;,40068
5 2,5 2;73057
6 3,0 4;21179
7 3,5 576640
8 4:0 7;37201
9 4;5 8;69283
10 5,0 9;83618

Cuadro 3-1.: Valores de laF,,, para diferentes tamanos de partcula.

Figura 3-9.: Ga ca de la Fp,,, como funcon del tamano de la partcula.

Encontrando, al gra car la Fp,,,, como funcon del dametro y haciendo un ajuste con el
programa Grace-5.1.25, que estas dos variables obedecem r@hacon aibica, Figura 3-9, la
cual es descrita por la ecuacbn

F 0:022238° + 0:45061° 1;44561 + 1:4482 (3-9)

Prmax —
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donded corresponde al dametro de la partcula enm y Fy,,... al valor maximo en magnitud
de la fuerza aaistica enpN. Es de resaltar, en este caso, que al ajustar los datos obtkrs
de la simulacon con un polinomio aibico el coe ciente de goelacon es igual a 9924.

3.1.2.2. Fp,, Y densidad de la partcula

Por otro lado, la relacon entre la magnitud de laF,, ., Yy la densidad de la partcula , se
estableco al variar en la simulacon la densidad relatig, factor dado por la ecuacon (-139,
manteniendo su dametro y elasticidad constantes pero cdmando la , desde 1009% hasta
1100:;%, con lo que se determiro los valores maximos de esta fuergastrados en el Cuadro
3-2.

Densidad de la Partcula ,(k=m3) | = »=u,. | Fprmee (PN)
1000 1,00 1,77543
1010 1,01 1,85734
1020 1,02 1,93242
1030 1,03 2;,00739
1040 1,04 2;08020
1050 1,05 2;15301
1060 1,06 2;21786
1070 1,07 2;28385
1080 1,08 2;34983
1090 1,09 2;40785
1100 1,10 2;,46587

Cuadro 3-2.: Valores de laF,,,, para partculas con diferente densidad.

Observado que al aumentar la densidad de las partculas By, se incrementa proporcio-
nalmente, a rmacon que fue corroborada al gra car esta farza como funcon de la densidad
relativa , Figura 3-10, hallando, al hacer el ajuste sobre los puntos obtenidos,auirelacon
lineal entre estas dos variables, con un coe ciente de cdaebn de 0;9988, relacon que es
descrita por la ecuacon

For,o, =6;906 5112 (3-10)
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siendo la densidad relativa un ermino adimensional yF,,.., €l valor maximo en magnitud
de la fuerza aastica erpN.

Figura 3-10.: Gaca de la Fy,, como funcon de la densidad relativa de la partcula .

3.1.2.3. Fp,.. Y elasticidad de la partcula

Porultimo, la relacon entre velocidad del sonido en la pacula ¢, y la Fy,., se denb de
manera similar a los casos anteriores, es decir, que se maaten la simulacon constante
todas las propiedades excepto el factor adimensionalel cual est dado por la raon entre
la velocidad del sonido en la partcula y el uido, ecuacm (1-135. Entonces se vario este
factor al tomar velocidades del sonido en la partcula entrdos rangos el primero de 1483

a 29667, Cuadro 3-3, y el segundo de 1483 a 16317, Cuadro 3-4. La eleccon de estos
intervalos para la velocidad del sonido se hizo teniendo ameata que en partculas de htex la
velocidad del sonido es de aproximadamente 209% que corresponde a un factor 1,42
gue seagun la Figura3-11la esh en una regbon de comportamiento no lineal. Sin embaoy en
®lulas se estableco, teniendo presente los resultadds densidad y compresibilidad dados
por Hartono et al. (201]) y Wang et al. (2019 en diferentes poblaciones celulares, Cuadros
3-5 y 3-7, que la velocidad del sonido se encuentra dentro del rango 647, velocidad
en @lulas de la lineaM 4e a 16587 que es la velocidad del sonido en gbbulos rojos, por lo
tanto, el factor para estas velocidades esht en el intervalo de9a 1,1 que corresponde a
una regon de comportamiento lineal, Figura3-11b.
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Velocidad del Sonido en la Partculac, (M=) = 9% | Fproee (PN)
1483 1,0 0;25923
1631 11 1,63618
1780 1,2 2;,51820
1928 1,3 2;98540
2076 1,4 3;26033
2224 1,5 343477
2373 1,6 3;56655
2521 1,7 3;65358
2669 18 3;73038
2818 1,9 3;78498
2966 2,0 3;83959

Cuadro 3-3.: Valores de laF,,,, en partculas con velocidades del sonido entre 1483y
29667, rango para partculas de htex.

Entonces, al gra car laF,,,, como funcon de se enconto, haciendo el ajuste correspon-
diente, para los valores del Cuadr8-3 que la relacon entre estas dos variables es no lineal,
Figura 3-11a, y esta descrita por el polinomio abico

For,., =9;362° 47707 >+81;15 42453 (3-11)
p

con un coe ciente de correlacon de 877, donde nuevamenté, . es el valor maximo
en magnitud de la fuerza aaistica erpN y el ermino adimensional relacionado con la
velocidad del sonido en la partcula. Por otro lado, al tomalos valores del Cuadrd3-4 se
halb con el ajuste de la ga ca obtenida que la relacon atre la F y el factor esh
dada en este intervalo por la expreson lineal

Prmax

Formw = 14,177 13,943 (3-12)

con coe ciente de correlacon de ®995.
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Velocidad del Sonido en la Partculac, (M=) = %= | Fpr, Maxima (pN)
1483 1,00 0;25923
1498 1,01 0;37156
1513 1,02 0;49966
1527 1,03 0;64179
1542 1,04 0;79113
1557 1,05 0;94304
1572 1,06 1,09223
1587 1,07 1,23800
1602 1,08 1;38180
1616 1,09 1,51399
1631 1,10 1,63618

Cuadro 3-4.: Valores de laF

Prmax

1631F, rango de para poblaciones biobgicas.

en partculas con velocidades del sonido entre 1483y

Poblacon ¢ (k=m3) = =,,0 | K ( 10 Pa 1) | ¢ (=) = Sy ,0
Partculas de Latex 1050 1:050 216 011 20998 1:415
Celulas @ancer de mama
1068 1;068 4:22 019 14896 1;004
MCE-7
Celulas @ancer de colon
1077 1,077 4:.04 0;16 15160 1;022
HT-29
Fibroblastos
1079 1;079 378 017 15658 1;056
NIH/3T3
Gbbulos Rojos 1099 1;099 331 022 16580 1;118

Cuadro 3-5.: Valores de densidad., compresibilidadK y velocidad del sonida. en partcu-
las de htex y en algunas poblaciones celularebldrtono et al. , 2017).
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Figura 3-11.: Gacade la F
b) 1y 1;1.

como funcon del factor para valoresentrea) 1y 2y

Prmax

3.1.2.4. Relacon entre 'y

Teniendo presente que la densidad de las partculas de dat est dentro del rango asociado
a las poblaciones celulares, Cuadr@s5 y 3-7, donde el comportamiento entre l&y, ., Y
la densidad relativa est dado por la relacon lineal 3-10 y que adenas la razon entre
velocidades es proporcional a laF,,,, , ecuacon (3-12), para valores de velocidad en el
rango asociado con algunas poblaciones celulares, Cua8 y Figura (3-11)b, en esta
subseccon se establece una relacon entre el factory la densidad relativa que se usaa
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con los pamsitos delLeishmania para determinar su elasticidad por medio de su densidad.
Relacon que fue de nida a partir de los resultados teorios hallados con la simulacon para

la Fpr..., €n tres dimensiones, ecuacione8-10 y (3-12, y con mediciones experimentales
de la compresibilidad obtenidas de la literatura, Cuadro3-5 y 3-7.

Para ello, se asumb que la magnitud de I&,,,., contiene informacon de las propiedades
fsicas de las partculas o @lulas, a rmacbn que puec ser corroborada ficilmente en el caso
de laFp, unidimensional, expresionesl{209 y (1-217, puesto que el valor maximo de esta
fuerza se encuentra si el sink2y) = 1 situacon en la cual esta fuerza no tendra depen-
dencia espacial relacionando su valor directamente con @epiedades mea@nicas. Entonces,
asumiendo que ld& ., es independiente de la posicbn y por otro lado que se relaca con
las propiedades de las partculas o ®lulas, se toma la embn de esta fuerza en funcon de
la densidad relativa , ecuacon (3-10, y se determina su valor al considerar la densidad de
las elulas de ancer de mamaMCF 7 y de los gbbulos rojos, Cuadrd-5, obteniendo

» ParalasMCF 7 ( =1;068)

For.. =6;9064N (1,068) 5:1125N (3-13)

Prmax

For. . =2:264N (3-14)

Prmax

» Para los Gbbulos Rojos ( = 1;099)

Formax = 6;9064N (1;099) 5;112%N (3-15)

Forme = 2;478N (3-16)

Ahora usando el resultado teorico encontrado al estudiar laelacon entre la Fy,., Yy el
factor adimensional , donde se establecb la relacon lineal3-12 al tomar poblaciones con
velocidad del sonido similar al de las poblaciones celulassel Cuadro3-5, se puede escribir
la relacon entre estas dos cantidades como

Foo o =m +D (3-17)

Prmax
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Siendom la pendiente de la recta yb el punto de corte con el eje vertical, respectivamente,
cantidades que se determinaron al emplear los valores dé&}g,., de nidos por las expresio-
nes B-12 y (3-16 junto con los erminos de dados en el Cuadr®-5 para elulasMCF 7

y gbbulos rojos, con lo cual se escribp la expreson3-17) para cada una de estas poblaciones
en la forma

2:264N = m(1;,004)+b  MCF 7 (3-18)

247N = m(1;118)+ b Globulos Rojos (3-19)
La pendientem de (3-17) se calcub al restar las ecuaciones3{18 y (3-19 encontrando que

su valor era igual a

0;214N = m( 0;114) (3-20)

m = 1;877N (3-21)

Remplazando 8-21) en la expreson 3-17) esta toma la forma

Formx = (1:87N) + b (3-22)

Por otro lado, la constanteb en (3-22 se obtiene al sustituir en esta ecuacon los valores de
Formax Y » denidos en (3-14 y en el Cuadro3-5 para las elulasMCF 7, con lo que se
llega a

2;264N = (1;877HN) (1;004) + b (3-23)

b= 0;3%N (3-24)

Entonces, al remplazab en (3-22, se tiene que la relacon entre ld ., ¥ para @lulas en
el intervalo de velocidades del sonido asociado con el comi@miento lineal,Figura (3-11)b,
es

Fproee = (1;87HN) +0;38N (3-25)
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Establecida la expresbn 8-25 fue posible relacionar los factores adimensionaley enla
regon de comportamiento lineal, al igualar esta expresin con 3-10, procedimiento que se
hace al asumir que una e@lula con densidad y elasticidad elientes est sometida a la misma
F por lo tanto, se tiene que

Prmax

(1;877N) +0:38N =6;90N 511N (3-26)

Para terminar, se reorganiza3-26 con el proposito de de nir el factor como funcon de
, Obteniendo

(1:87HN) =6:90N 549N (3-27)

_ 6,900N 549N
"~ 1.,87HPN  1.87HN

(3-28)

=3:679 2926 (3-29)

La expreson (3-29 es de importancia ya que al relacionar los factores adimensales

y se puede, al conocer la densidad de cierta poblacon celula, determinar su nodulo
volunetrico y compresibilidadK puesto que estas cantidades se relacionan con la velocidad
del sonido en la @lulac. segun las ecuaciones

-2, (3-30)

=1

(3-31)
velocidad que es determinada a partir de3¢29. Por otro lado, es de importancia resaltar que
en (3-30 la velocidad del sonido y la densidad de las ®lulas esten unidades del sistema
internacional, por lo que las unidades de y K sonPay Pa 1, respectivamente.

Adenas, de lo ya mencionado se evalw la validez d88{9 al usar en la simulacon la

expreson de la F, unidimensional, ecuacon (-209 o (1-21%, con lo que se determiro

nuevamente la relacon entre laF, ., Y los factores y , encontrando, segin el proceso
descrito previamente para la&,, 3D, que las relaciones entre estos coe cientes adimensiesa
en poblaciones con tamanos denb, 10m y 15m , estaban dadas por
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=3:669 2914  5m
=3:668 2921  10m
=3:680 2926  15m (3-32)

Resultados que evidencian, al comparar las expresion@s3@ entre si y con la ecuacon
(3-29, que la relacon entre 'y es independiente por un lado del tamafo de la poblacon
considerada y por otro de la densidad de energa aastida,., concluson a la que se llega,
puesto que, la expresbn 8-29 para la F,, en 3D se de ndb usando en la simulacbn una
Ea = 9;2%, mientras que, las ecuacione${32 para la F,, en 1D se obtuvieron al tomar la
Eix=2 ;02%. Porultimo para concretar la forma de la relaciona entre y se promediaron
los resultados encontrados para y b en una y tres dimensiones, con lo que se estableco la
relacon

=3:674 2,922 (3-33)
Poblacbn =3;674 2,922| c.(m=) | K ( 10 *°Pa )
Celulas ancer de mama
1,068 1;002 14860 4:240
MCF-7
Celulas @ancer de colon
1,077 1;035 15349 3941
HT-29
Fibroblastos
1;079 1;042 15453 3:881
NIH/3T3
Gbbulos Rojos 1,099 1,116 16550 3,322

Cuadro 3-6.: Valores de velocidad del sonido y de compresibilidad eretentes poblaciones
celulares determinados con la ecuacor8{33.

La ecuacbn (3-33 es wlida si esh en el intervalo de 10 a 11 y si el valor de densidad
celular se encuentra entre 10@1& a 1099?;—%. Para corroborar la validez de §-33 se calculo
la velocidad del sonido en @lulag, usando esta expreson y posteriormente se determiro
su compresibilidadK segun las relaciones dadas er8{30 y (3-31), hallando al comparara
los resultados presentados en el Cuad86 con los del Cuadra3-5, dondeK fue obtenida
experimentalmente como se describe étartono et al. (2011, que los valores d&K encon-
trados al usar 3-33 estin dentro del error permitido.
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Pero, a pesar de encontrar resultados similares a los expentales usando $-33, esh
ecuacon no describe correctamente la relacon entrey ya que al considerar densidades
menores a 106?% o densidades celulares asociadas con factores 1, como los mostrados
en el Cuadro3-7, esta expresbn no predice correctamente los valores peatados en la lite-
ratura. Por tal razn, fue necesario de nir una segunda rakon lineal que permita especi car
la compresibilidadK bajo estas condiciones, entonces, usando los datos obtesigxperi-
mentalmente porWang et al. (2018 al medir la elasticidad en Ineas celulares de ancer de
cabeza y garganta (HNC), Cuadr@-7, se determiro tomando los datos de @lulas de ancer
de mamaMCF 7y de la Inea celular Tu686 nuevamente la expreson que relaciona los
factores adimensionales y

Poblacbn c(kEmd) | = =40 |K( 10¥Pal) | (M) | = c=,0
Lnea Celular
1087 1,087 428 012 14661 0:989
HEPG2
Lnea Celular
1026 1:026 4,02 012 15571 1:050
Tu686
Lnea Celular
1059 1,059 4,28 012 14854 1:002
686LN
Lnea Celular
1080 1,080 4,32 012 14640 0;987
M4e
Lnea Celular
1045 1,045 4,40 012 14747 0:994
37B

Cuadro 3-7.: Valores de densidad ., compresibilidadK y velocidad del sonidaz, en elulas
de @ancer de hgado Hartono et al. , 2011 y en Ineas celulares de @ncer de
cabeza y garganta (HNC) \Wang et al. , 2018.

Entonces, siguiendo el mismo procedimiento con el que seeautiro la ecuacon (3-29, pero
considerando ahora los erminos y de la Inea celular Tu686 dados en el Cuadr8-7, se
encontio que la relacon entre estos factores es

= 1:096 +2:174 (3-34)

Expresbn que es \alida si la densidad celular est entrd06&%=m: y 10269%=ms con en el
intervalo de 1,0 a 1,1 pero que tamben se cumple con densidades mayores a ¥8&8 siendo
< 1, hecho que se veri @ al calcular con3-34) la velocidad del sonido y posteriormente la
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elasticidad celular de las poblaciones celulares presaf@a en el Cuadr@-7 encontrando que
los valores obtenidos cor3-34), Cuadro 3-8, son similares a los de nidos experimentalmente.

Poblacon = 1,096 +2;174| ¢, (=) | K ( 10 *°Pa 1)
HEPG2 | 1,087 0;983 14573 4;33
Tu686 1,026 1,050 15572 4;02
686LN | 1,059 1,013 15023 4;18

M4e 1,080 0;990 14682 4;30
37B 1,045 1,029 15260 4,11

Cuadro 3-8.: Valores de velocidad del sonido y de compresibilidad erietentes poblaciones
celulares determinadas con la ecuacorB8{34).

Para terminar, se debe resaltar que al igual que coB-83 la expreson (3-34) es indepen-
diente del tamafo de la partcula, de le&E . y del dispositivo aastico empleado.

Hasta aqu se presentan los resultados encontrados al caeazar la Fp, en el dispositivo

1 el cual fue empleado en la manipulacon de partculas, ela siguiente seccon desples de
de nir el modelo biobgico y medir sus propiedades fsicg usando esta misma metodologa
se determinaia la energaE,c, la amplitud de preson p, y la Fy,,, en el dispositivo 2 que
experimentan los paasitos dd_eishmania al ser manipulados en este dispositivo.

3.2. Propiedades Mea@anicas de Leishmania

3.2.1. Modelo Biobgico: Paasitos de Leishmania

Leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas poagtos protozoarios del genero
Leishmania que son transmitidos por la picadura de un insecto vector hamfago de los
generos Lutzomyia en el viejo mundo yPhlebotomusen el nuevo mundo Cantacessiet al.
, 2015. Basados en estimaciones recientes cerca de 0,4 millonds2ymillones de casos de
Leishmaniasis visceral (LV) y cuinea (LC), respectivameie, ocurren cada afno en 98 pases.
A pesar de su amplia distribucon, mas de 90 % de los casos muliales de LV se producen
®lo en 6 pases: India, Bangladesh, Sucan, Sudan del SpEtiopia y Brasil, mientras que la
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mayora de los casos de LC, entre 70-75 %, se registran enzdmases: Afganisain, Argelia,
Colombia, Brasil, lan, Siria, Etiopa, Sudan del Norte, Costa Rica y Peu. Por lo general
las leishmaniasis afectan personas de escasos recursosorpaszrulares donde se dan las
condiciones para la proliferacon del vector Cantacessiet al. , 2015. Actualmente estas
enfermedades son catalogadas como emergentes puesto gaetiddad humana asociada con
deforestacon y cambio climatico alteran factores ambietales, que llevan a una redistribucon
geoga. ca del paasito (Ashford, 2000.

Figura 3-12.: Ciclo de vida deLeishmania imagen tomada de Reithinger et al. , 2007.

El ciclo de vida del paasito tiene dos estadios uno al inter del hospedero invertebrado
y otro al interior de un hospedero vertebrado que puede sertembre, Figura3-12. Este
ciclo comienza cuandd-eishmania en su forma infectiva de promastigote metacclico es
transmitido por la picadura del insecto vector al hospederertebrado (Etapa 1 Figura3-12)
en el cual los paasitos son fagocitados por elulas delsgma inmune, macofagos (Etapa
2 Figura 3-12) para ser con nados, posteriormente en un compartimento dalisosomal
conocido como vacuola parasibfora (VP), donde debido a laondiciones ambientales, se
diferencian a su forma amastigote (Etapa 3 Figurd-12). Dentro de la VP se multiplican y
salen a infectar otros macofagos, elulas dendrticay ocasionalmente broblastos (Etapa
4 Figura 3-12). El ciclo continua cuando otro vector se alimenta del hosgero mamfero
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infectado (Etapa 5 Figura3-12), adquiriendo as &lulas con amastigotes (Etapa 6 Figura
3-12). Luego dentro del intestino del vector el pa@asito iniciasu proceso de diferenciacon
de la forma amastigote a la forma de promastigote procclicdespies de 12 a 28 horas de
la alimentacon del vector (Etapa 7 Figura3-12). Porultimo los promastigotes en su forma
procclica migran hacia el intestino del insecto donde sealhieren a las paredes y comienzan su
divison por ser altamente replicativo, pero poco infecoso (Etapa 8 Figura3-12) (Besteiro
et al. , 2007.

Figura 3-13.: Cultivos in vitro de Leishmania tropica WT donde se observa la forma que
toma el paiasito al adaptase a los diferentes ambientes en siclo de vida.
a) Forma promastigote y b) Forma amastigote. Imagenes tontas con un
microscopio invertido de uorescencia Zeiss para magni ceones de 4% y
100X , respectivamente.

Como se describd en el ciclo de vida, durante la transicbentre los ambientes extra e in-
tracelular Leishmania es expuesto a cambios de pH, temperatura, disponibilidad degeno
y al tipo de nutrientes (Besteiroet al. , 2007. Dentro del intestino del vectorLeishmania
en su etapa agelada, esh sometido a 24 C, pH  7;4 (Marchesini & Docampg 2002
y osmolaridad de 306MOsm o nmas (Lefurgey et al. , 2009, condiciones que cambian en la
VP donde el pa@asito, en su etapa no agelada, debe tolerar tgperaturas 35 37Cy
pH 5 (Antoine et al., 1990Q. La estrategia adoptada por el pa@asito para sobrevivir &stos
cambios ambientales ha sido el desarrollo de formas altarteeespecializadas y adaptadas,
gue se distinguen por sus requerimientos nutricionales,seade crecimiento, capacidad de
dividirse, expreson regulada de sus protenas de memhbma y su morfologa (Besteiroet al. ,
2007. El pamasito en su forma de promastigote metacclico esiterente de la forma proccli-
ca, no solamente por tener un agelo nmas largo, sino adenmpporque expresa protenas de
membrana que le permiten sobrevivir en el hiesped mamfey Figura 3-13a. Por otra parte,
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la forma de amastigote tomada poteishmania en la VP desples de ser fagocitado es no
novil, con un tamano reducido y un agelo retrado, el cua no emerge del bolsillo agelar
(Besteiroet al. , 2007, Figura 3-13b.

Aunque se han realizado estudios con la ayuda de cultivasvitro para entender los mecanis-
mos de adaptacon del pa@asito a estos ambienteBarak et al. , 2005, todava se tiene poca
informacbn sobre la expreson de genes asociados con igedenciacon delLeishmaniaa estas
formas altamente adaptadas. Sin embargo, se sabe que lopdnosomatide son caracteriza-
dos por la presencia de un citoesqueleto el cual es respoflesam pa@asitos comd_eishmania
de mantener y modular su forma a trawes de todo el ciclo celil As por ejemplo, Fong &
Chang (198] demostraron en estudios$n vitro con Leishmania mexicanagque el pa@asito en
la forma promastigote sintetiza nas tubulina que en la form amastigote, encontrando que
este cambio en la biosntesis de tubulina est asociadomrdéas modi caciones morfobgicas de
los microtubulos en el agelo del pa@asito y el citoesqueie durante su transformacon de la
forma promastigote a amastigote, lo que indica que parte desl mecanismos adoptados por
el pamasito para sobrevivir a los diferentes ambientes astasociados con la transcripcon de
genes que codi can para ciertas protenas como la tubulingue se asocia con la estructura
y conformacon del citoesqueleto.

Estas alteraciones en la sntesis de tubulina que modi cael citoesqueleto del parsito cuan-
do este pasa de promastigote a amastigote tamben sugieraal considerar la @lula como
un material continuo, que su densidad y elasticidad puederrobiar durante su ciclo de
vida, ya que, segunRodriguezet al. (2013 el comportamiento me@nico de una elula esa
determinado por el conjunto de su membrana celular, ruclep citoesqueleto. Esto se debe
a que la membrana celular, adermas de ser barrera entre elenbor y exterior de la @lula,
contiene protenas que permiten la interaccon entre cibesqueleto y ambiente extracelular.
El rucleo, por otro lado, aparte de cumplir su papel fundamsal en la regulacon de la ex-
preson genica aporta cierto grado de rigidez estructudaque afecta la meanica de la @lula
y su mecanotransduccon. Porultimo, el citoesqueleto iteractia con la membrana celular
y el rucleo por ser una red intrincada de protenas la cuales extiende a trawes de todo el
citoplasma (Alberts et al. , 2014.

As las funciones del citoesqueleto son: (i) mantener la foa de la elula, (i) organizar
organelos, (iii) servir como camino molecular de protersaconectando diferentes regiones de
una elula, y (iv) actuar como estructura diramica que resste, transmite y genera fuerzas
mea@nicas Rodriguezet al. , 2013. Sus propiedades se encuentran determinadas por las
caractersticas fsicas y qumicas de los tres grupos déamentos que lo conforman: interme-
dios, microubulos y micro lamentos de actina. Los lamertos intermedios son los de menor
rigidez, caracterstica que los hace capaces de resistiejor fuerzas de tenson Fletcher

& Mullins, 201Q. Estos lamentos proveen a la @lula su integridad, orgamacon y tienen
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como funcon principal dar resistencia cuando la elulags sometida a tensbn mea@nica.
Un lamento intermedio es como una cuerda en la que muchas habrlargas son trenzadas
entre s para proporcionar resistencia a la tenson y dongl cada hebra tiene un dametro
aproximado de 1@m y longitud de cientos de narometros Alberts et al. , 2014. Los mi-
crotibulos, en contraste, son estructuras huecas masgidas conformadas por capas alternas
de -y -tubulina, que emergen de una estrutura central ubicada @ de rucleo llamada
centrosoma con dametro alrededor de 2vn y longitud del orden de milmetros. Una de
las caractersticas mas importantes de los microtubuls es la dirmamica de su estructura, que
les permite desensamblarse apidamente en un lugar delasbl y rearmarse en otro. Estos
lamentos cumplen dos funciones kasicasAlberts et al. , 2014:

1. Crear un sistema de vas dentro de la ®lula que permitd gansporte y posicionamiento
de vesculas, organelos y macromokculas en su interior.

2. Formar estructuras estables como los agelos, que se ertilen desde la super cie de
la ®lula y que dan movilidad, para nadar en un medio Iquid.

Por otro lado, los micro lamentos de actina son esencialeafa movimiento celular, en espe-
cial aguel que involucra el arrastre de la @lula sobre unagger cie y, ademas, esain asociados
con los cambios de forma que experimenta la @lula duranté goceso de fagocitosis. Un
micro lamento de actina se compone por moromeros de actin&-actina, los cuales forman
una cadena trenzada derin de dametro que es nas delgada, exible y corta que un mi-
croubulo. Los micro lamentos de actina interactian con diferentes protenas de unon para

formar estructuras nmas rgidas y estables que tienen disitas funciones Alberts et al. , 2014.

Entonces, si el paasito cambia la conformacbn de su cigsqueleto al adaptarse a los diferen-
tes ambientes, situacon que se re eja en la perdida del a&do, Figura3-13b, se tiene, segin
la relacon entre membrana celular, rucleo y citoesquete descrita en los parrafos anteriores,
gue cualquier cambio fsico o qumico en las protenas dalguno de estos elementos o en las
partes que los componen, pueden alterar sus caractersticme@nicas macrosmpicas como
su volumen, densidad y elasticidad.

Teniendo en cuenta que los pa@asitos deeishmania son capases de adaptarse a ambientes
tan diferentes durante su ciclo de vida, el grupo de Biofsa y Biologa de membranas de la
Universidad Nacional de Colombia se ha interesado en losutos anos en comprender los
mecanismos mediante los cualésishmanialogra sobrevivir a estos cambios de temperatura,
pH y osmolaridad. Es as, como ha centrado su atencon entesliar cuatro genes reportados
en el genoma dé. braziliensis LbrM01 V2.0210 (LbCLC-A) LbrM04 V2.1010 (LbCLC-D),
LbrM32 V2.3670 (LbCLC-B) y LbrM33 V2.1260 (LbCLC-C) que al ser transcritos por pro-
mastigotes y amastigotes déeishmania codi can como protenas CLC, las cuales, segin lo
encontrado por el grupo, pueden estar asociadas con la adgaq@tn del paasito a los cambios
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de pH y osmoloridad durante el ciclo de vidaGamacho & Lozang 2015.

Esta hiptesis llewo a clonar los gene&bCLC-A, LbCLC-B y LbCLC-C para hacer su carac-
terizacon funcional (Lozang 2012 Parada 2014 Quintero, 2014. Encontrando que LbCLC-
A es voltaje dependiente y su corriente pico no se altera comntbios de pH Garcia, 2016,
adenmas, se identi ® que la disminucon de la protena LbCLC-A por silenciamiento de su
MRNA (cepa E1), se traduce en promastigotes de mayor volumesgn menor tasa de cre-
cimiento, capaces de infectar maciofagos pero incapaces diferenciarse a amastigotes una
vez se encuentran dentro de la vacuola parasibfor&@épata, 2016. Los cambios encontrados
en esta cepa silenciada indican alteraciones de las propiges fsicas del paasito como su
volumen. Por otro lado,Garcia (2019 en la caracterizacon de LbCLC-B estableco que la
voltaje dependencia de esta protena esoptima a pHacidg enconto para dos cepas: C1y
C3, luego de un procedimiento de silenciamiento similar aalizado para LbCLC-A, menor
regulacon de volumen en promastigotes ante retos hipoasinos.

Estas modi caciones morfobgicas reportadas en paasis de Leishmania al silenciar los
genes de intees sugieren que adenas de estos efectos pueexistir otros relacionados a
variaciones en las propiedades fsicas macros®pica®emdas al paasito tales como su den-
sidad o elasticidad, concluson a la que se llega puesto ghdapata (20169 y Garcia (2019
asociaron el efecto en la morfologa de las cepas E1, C1 y @B ana posible interferencia de
la protena tubulina generada por los constructos disenados, interferencisegamben
parece presentarse en la cepa control del silenciamientega pSP). Esto implica, al tener
reduccon de tubulina en las cepas silenciadas, que los microubulos en el citqesleto
de Leishmania pueden ser afectados lo que supone alteraciones en elaktiy densidad de
los pasasitos.

Dado lo anterior a continuacon se presentan los resultadmbtenidos de la caracterizacon
fsica, hecha a las cepas clonadas E1, C1, C3, pSP vy silves{iVT), con la que se busm®
establecer si existen cambios en la elasticidad y densidagllds pa@asitos lo que con rma si
el silenciamiento de los genes estudiados por el grupo tiehgin efecto en la produccon de

tubulina y adenas, si estos cambios afectan el movimiento de estagutas cuando son
expuestas al campo aaistico en el interior del dispositivd situacon que puede evidenciarse
estudiando su trayectoria bajo la accon de l&, mediante el modelo fsico desarrollado en
el captulo 2.

3.2.2. Cultivo in vitro Paasitos de Leishmania

En la medicon de las propiedades fsicas se usaron paiass de L. tropica silvestres (WT T.;
HOM/BR/75/M2903) adquiridos en el Centro Internacional de Entrenamiento e Investiga-
ciones Medicas (CIDEIM, Cali, Colombia), de las cepas de. tropica con silenciamiento de
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los gened bCLC-A y LbCLC-B, E1 (Zapata, 2016, C1 y C3 (Garcia, 2016, de Leishmania
mexicanausada como cepa control de transfeccon (pSP¥@arcia, 2016 Zapata, 2016 y de

L. braziliensis silvestres (WT B.). Los pamsitos de las diferentes cepas saltivaron en RP-
MI! o0 en medio Schneidérsuplementado con 5 10 % de suero fetal bovino (SFB; Biowe¥t

a 26 1°C en frascos de 25n?(TPP%). As mismo, se generaron y cultivaron amastigotes
aenicos de todas las cepas a partir de 110° promastigotes a 3%, pH 5 en RMPI + 10%
SFB en frascos de 29n?. En la gura 3-13 se presentan imagenes de uno de los cultivos
in vitro de la cepa WT usados en la caracterizacon fsica, se obsarlas formas promasti-
gote, Figura 3-13a, y amastigote axenico, Figura3-13b, que se obtienen luego de usar la
metodologa descrita.

3.2.3. Forma y Tamano de los Paasitos

Figura 3-14.: Medicbon de dametro,area, volumen en promastigotesle cepas déeishmania
con un Coulter Beckman Z2. a)Dametro, b)Area y c) Volumen.

23400021, Invitrogen, Life Technologies

Life Technologies

S1810, Biowest, Kansas City, MO

7707481, Techno Plastic Products AG (TPP), Trasadingen, Suiza

AW N P
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Para determinar elarea, volumen y dametro de pamsitosde las cepas C1, C3, pSP, E1,
WT T. y WT B. inicialmente se uso un contador Coulter Beckman Z2 aibrado para una
apertura de 50m con perlas de hAtex de 3n , Agendice D. Las muestras fueron preparadas
diluyendo 200l de pamsitos en 3nl de PBS 1X a temperatura ambiente ypH = 7;2. Luego
usando el contador de partculas Coulter se tomaron;Oml de muestra obteniendo registros
en el rango de 2n a 8m como los presentados en las Figur&ds14 y3-15.

Figura 3-15.: Medicon de dametro,area, volumen de amastigotes deapas delLeishmania
con un Coulter Beckman Z2. a)Dametro, b)Area y c) Volumen.

Mediciones que se hicieron en diferentes experimentos usapromastigotes, Figura3-16, y
amastigotes, Figura3-17, respectivamente, con lo que se determiro los valores quemsesen-
tan en los Cuadros3-9 y 3-10. Aunque en las guras descritas no se presentan los registro
con L. braziliensis WT para estos pamsitos se hizo el mismo procedimiento, emtoando
con el Coulter curvas similares a las presentadas con lasasticepas, las cuales permitieron
establecer los datos presentados en los cuadros.
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Figura 3-16.: Gia ca de a) dametro, b)area y c) volumen en funcon d el rumero de expe-
rimentos para promastigotes déeishmania.

Cepa | Dametro(m) | SD(m) | Area(m?) | SD (m 2) | Volumen (m %) | SD (m 3)
C1l 2,988 0;005 1,173 | 27,86 0,09 1,376 1387 0,07 1,614
C3 3;171 0;005 1,184 | 3167 0;10 1,403 16,83 0,08 1,664
El 2,950 0;005 1,202 | 27,39 0,09 1,446 1352 0,07 1,742
pSP 3;288 0;005 1,261 | 3406 0;10 1,591 1878 0,08 2;008

WTT. | 2,985 0,005 1,174 | 2804 0;09 1,380 1399 0,07 1,622
WT B. 3;284 0;005 1,175 | 3388 0;10 1,381 1854 0,08 1,622

Cuadro 3-9.: Datos obtenidos con el Coulter para promastigotes deishmania
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Figura 3-17.: Gia ca de a) dametro, b)area y c) volumen en funcon d el rumero de expe-
rimentos para amastigotes déeishmania.

Cepa | Dametro(m) | SD(m) | Area(m?) | SD (m 2) | Volumen (m %) | SD (m 3)
C1l 3;306 0;005 1,231 | 3447 0;10 1,515 1913 0,08 1,869
C3 3;431 0;005 1,222 | 3719 011 1,497 21,50 0;09 1,835
El 3;392 0;005 1,235 | 3640 0;11 1,527 20,78 0;09 1,890
pSP 3,648 0;005 1,274 | 41,82 0;11 1,623 2544 (;10 2,067

WT T. 3;347 ;005 1,195 | 3530 0;10 1,429 1980 0,09 1,709
WT B. 3,426 0;005 1,222 | 3687 0;11 1,494 21,05 0;09 1,825

Cuadro 3-10.: Datos obtenidos con el Coulter para amastigotes deishmania
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Figura 3-18.: Efecto del medio de cultivo en a) dametro, b)area y c) vtumen de los pro-
mastigotes del.eishmania

Adenas, de lo ya mencionado y teniendo presente que los cults se hicieron usando dos
medios de cultivo diferentes se estudio el efecto de estosdioe en el tamano de los pro-
mastigotes, para ello se tomaron mediadas de tamano en enipo de la cepa WT T.,
encontrando, Figura3-18, que el medio no genera un efecto signi cativo en el tamane d
los pamsitos. Posteriormente para de nir la forma de los gasitos y veri car las medicio-
nes hechas con el Coulter se tomaron registros en imagen ragté un microscopio invertido
marca Zeiss, usando un objetivo de X0 de las diferentes cepas usadas, Figura49 a 3-24.

Con lo que se halb al comparar las mediadas del Coulter, Cdies 3-9 y 3-10, con las medi-
ciones obtenidas de las imagenes, Figur&s19 a 3-24, que la estimacon dearea y volumen
de los promastigotes déeishmaniadada con el Coulter presenta un error signi cativo, pues-
to que, para calcular estas cantidades el aparato asume gaddrma de estas poblaciones es
eskrica, estimando suarea y volumen a partir del ancho nadédo del paasito sin considerar
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su largo y el agelo. Por lo tanto, para dar una mejor estimawn del volumen de los pa@sitos

se u las medidas de su ancho y largo con el proposito dea@dhr nuevamente su volumen
teniendo en cuenta que la forma de los promastigotes es calidrica al no considerar su

agelo, Cuadro 3-11. Entonces, el volumen para estos paasitos est dado paa felacon

D 2
— -
4 (3-35)

Vpa =
Donde D es el dametro medido con el Coulter y el largo determinado a partir de las
imagenes tomadas con microscopia de luz. Luego de esto, sgkea elV,, para calcular un
dametro como si los promastigotes fueran de forma esfea con el propsito de simular,
usando el modelo fsico presentado en el captul@ construido para esferas, el movimiento
de esferas con volumen similar al de los promastigotes, aiton que no se presenta con los
amastigostes ya que en este caso los parsitos al experitaerl cambio depH y tempera-

tura del medio toman una forma casi eserica como se evidénen las guras3-19b, 3-20b,
3-21b, 3-22b, 3-23b y 3-24b.

El hecho de que el volumen de los pa@sitos no puede estar@ado con objetos de dametros
< 3m, se rati ca con los resultados experimentales presentades laultima seccon de este
captulo, debido a que poblaciones de este tamano al sepagstas al campo aaistico de una
onda estacionaria no presentan un movimiento de conduatihacia los nodos si no que son
arrastradas por ujos circulares generados en el Iquidogr la energa transmitida de la onda
sonora a este, efecto conocido comooustic streaming(Laurell & Lenshof, 2015, feromeno
gue no se observa al exponer promastigotes y amastigotes ate diferentes cepas al campo
aastico.
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Figura 3-19.: Forma de los pamsitos en cultivogn vitro de la cepa C1 a) promastigotes y
b) amastigotes axenicos.
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Figura 3-20.: Forma de los pa@sitos en cultivogn vitro de la cepa C3 a) promastigotes y
b) amastigotes axenicos.
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Figura 3-21.: Forma de los pa@sitos en cultivodn vitro de la cepa E1 a) promastigotes y
b) amastigotes axenicos.
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Figura 3-22.: Forma de los pa@sitos en cultivosn vitro de la cepa pSP a) promastigotes y
b) amastigotes aenicos.
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Figura 3-23.: Forma de los pa@asitos en cultivosn vitro de la cepa WT T. a) promastigotes
y b) amastigotes aenicos.
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Figura 3-24.: Forma de los paasitos en cultivosn vitro de la cepa WT B. a) promastigotes
y b) amastigotes axenicos.
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Dametro Dametro
Cepa Largo(m) | SD(m) Vo(m 3)
Transversal (m ) Esfera (m)

C1 2,988 0,005 | 1G15 0,05| 2153 7119 0;59 5,142
C3 3171 0,005 |1215 005 2,263 9592 0;69 5,679
El 2,950 0,005 |1447 005| 1,735 9893 0,68 5,738
pSP 3,288 0,005 | 1423 0,05 1,432 | 12082 0,79 6,134
WT T. 2,985 0,005 |1324 005| 2191 9265 0,66 5,540
WT B. 3,284 0,005 |1882 005 3237 | 15940 0;90 6,727

Cuadro 3-11.: Volumen estimado de promastigotes en las diferentes cepde Leishmania.
El largo fue medido en 50 individuos de cada cepa.

Los resultados presentados en el Cuad8ell, tienen correlacon con los medidos paZapata
(2019 en la morfometra hecha a promastigotes de las cepas pSP y WIT. evidenciando
gue estas dos cepas son las de mayor tamafo y volumen sibmague se explica teniendo
en cuenta que son especies Heishmania diferentes. Sin embargo, respecto a la cepa E1 se
presentan diferencias signi cativas, segun lo encontradpor Zapata (2016, ya que se deter-
mino, Cuadro3-11, un cuerpo del promastigote mayor de aproximadamente de;444m vy
un dametro transversal menor de 250m , lo que se traduce en poco cambio de volumen
del paasito respecto a la cepa WT T. (control). Por otro ladg la cepa C3 no presenta una
diferencia de volumen con la cepa control aunque se nota camen su dametro transversal

y largo, pero estos cambios son compensados, puesto que,wnento del dametro implica
una disminucon del largo lo que mantiene el volumen del @sito constante. Porultimo, se
debe resaltar que la cepa C1 es la de menor tamano, presetianna disminucbon conside-
rable de su volumen respecto al control, observacon quetasle acuerdo con lo reportado
por Garcia (2016 en su estudio funcional del gebbCLC-B.

3.2.4. Densidad

La densidad de los paasitos fue determinada a partir de uncnica conocida como gra-
dientes de densidad en la que se usa un coloide, en este cascofe para determinar por
centrifugacon el punto isopcnico® de las ®lulas. Esta consiste en construir gradientes al
utilizar soluciones con diferentes densidades (densidaelsdada 4es), las cuales se obtienen

5 Coloide polidisperso compuesto de partculas de slice con tamaes que oscilan entre 15 a 3tm. Su
densidad es de 130 0;005.2- y supH a temperatura de 20C es 90 0;5 (Amersham, 2007).

6 Posicon de equilibrio alcanzada por una @lula cuando su densidads igual a la densidad de la capa en
el gradiente.
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al mezclar dos sustancias de densidad conocida, en este casdio de cultivo celular o NaCl
0;15M, ed, Y SoOlucbn isobnica de Percoll (SIPY, sp, que tienen dos porcentajes de
volumen diferentesVieq Y Vsip , respectivamente, los cuales han sido especi cados para un
volumen de solucon nal, Vo , €Stablecido con anterioridad. Es decir, que para una sotunc
nal con un volumen total Vioy Y densidad deseada se encuentran leq Y Vsip que se
deben usar para obtener la solucon nal con 45 teniendo en cuenta las relaciones

Vined = Viotal SR de (3-36)
SIP med
Vsip = Viotal Vined (3-37)

Para estandarizar la ecnica se hicieron medidas usanddelientes poblaciones celulares tales
como eelulas de Schwann\argas 2013, elulas del sistema inmune, maciofagos,Gamacho
et al. , 2019 as como macofagos infectados coheishmaniay vacuolas parasitoforasNa-
varrete, 2013, en particular, en la descripcon de la tcnica que se hara continuacon se
presentan los resultados encontrados al medir la densidael @mastigotes eenicos deeish-
mania amazonensisel propsito de esto es ilustrar el procedimiento seguidmara medir la
densidad de las distintas cepas deeishmania

Entonces, dadas la expresione8-36 y (3-37) se calcula el volumen de mediWeq Y Vsip
para un Vi = 4ml con la intenson de obtener soluciones de densidades igesh las que se
presentan en el Cuadr@-12, las cuales estin en el rango de las reportadas en pobla@sn
celulares Hartono et al. , 2011 Wang et al. , 2019, satisfaciendo de esta manera la relacon
lineal entre densidad y elasticidad celular, ecuacione3-83 y (3-34).

Al tener listas las soluciones con diferentes densidades,t@man 150 0;125] & de cada
una y se sirven por capas, depositando las soluciones de menmayor densidad, en tubos
eppendor de 2nl, construyendo en ellos gradientes iguales con las densiemdieseadas.
Despes, en laultima capa, se deposita 150 | de cultivo celular o 150 0;1251 de una
mezcla de perlas marcadoras de densidad, Density Marker Be&it DMB -10 Sigma o kit
Cospheric, Figura3-25a, se cierran los tubos y se introducen en la centrifuga donde s
centrifugan a 50@ (rotor deangulo jo) durante 30 min, al terminar este tiempo los tubos
son sacados y se miden las distancias de los agregados foam @&t su interior, por las elulas
y perlas marcadoras, respecto a la parte inferior del tuboarsdo el programa Tracker 4.11.0,
Figura 3-25b y Cuadro 3-13.

7 La SIP fue hecha al adicionar 9 partes (V/V) de Percoll a 1 parte (V/V) de NaCl 1;5M, por lo que se
obtiene una solucon con densidad gp =1;123=mI.

8 El error del volumen se de ne teniendo presente que en la constogon de los gradientes se usaron pipetas
de 2001 y 1000l .
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Capa del Gradiente| ges(%mi) | Vsip (M) | Vinea (MI)
1 1,010 0;182 3;818
2 1,020 0;508 3;492
3 1,030 0,858 3;142
4 1,040 1,186 2,814
5 1,050 1,534 2,466
6 1,060 1,864 2,136
7 1,070 2,209 1,791
8 1,080 2,542 1,458
9 1,090 2,885 1,115
10 1,200 3,220 0;780

Cuadro 3-12.: Densidad y volumen de las soluciones usadas en los gragiepara unVig =
aml.

Figura 3-25.: Gradiente de densidad para amastigotes axenicos leamazonensisa) Gra-
diente construido y b) Resultado desples de centrifugar.
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Capa Densidad (%mi) | Distanciay (mm)
Verdes F. 1,025 2514 0;5
Amarillas 1,035 2222 0,5
Blancas #1 1,050 1979 05
Blancas #2 1,050 1729 05
Moradas 1,069 1532 05

Naranja 1,088 9,510 0;5
Verdes Oscuras 1,097 5,540 0;5
Amastigotes >7? 1407 05

Cuadro 3-13.: Distancias medidas en los gradientes de Percoll con el grama Tracker, el
cual se calibo asociando hm como el tamano del cuadro, Figura, linea azul.

Porultimo los datos de densidad de las perlas marcadoras g distancia medida a cada agre-
gado, se ubican como puntos en un plano para hacer un ajuste éos valores medidos, con
lo que es posible, siendo este un ajuste lineal con un coentéede correlaconR =  0;9878,
Figura 3-26, determinar la densidad aproximada de las elulas al sustir la distancia medi-
da al agregado formado por estas en la ecuacb®-89, expreson que es obtenida del ajuste
lineal.

(y)= 00038 +1;1215 (3-38)

Donde la pendiente y el punto de corte en la rect88{38 tienen unidades dexm mm y %mi
respectivamente, por lo tanto, la densidad est en &m y la distanciay en milmetros,
entonces, siy = 14;1 0;5mm para los amastigotes dé.. amazonensis Cuadro 3-13, se
tiene que la densidad de estos paisitos es

A 1068 0,002=m (3-39)



Captulo 3. 3.2 Propiedades Mea@nicas déeishmania 128

Figura 3-26.: Ajuste lineal de los datos presentados en la tabB13.

Haciendo este mismo procedimiento se determiro la densidai@ las diferentes cepas de
Leishmania esto se logio a partir de la expreson 8-40 que fue obtenida de los resultados
encontrados con las partculas marcadoras de Sigma y Cospit al hacer gradientes con
las mismas condiciones3-27. Hallando con la regreson lineal en diferentes experimeot,

n = 10° que la expreson en todos los casos es similar como se ewike al comparar la
ecuacbn (3-38 con las ecuaciones presentadas en la Figl8&7, concordancia que permite
establecer que la relacon entre densidad y posicon vertical y de los agregados formados
esh dada por

(y)= 0003y +1;1139 (3-40)

Expreson que es \alida siempre y cuando se mantengan lasndiciones de los gradientes
descritas previamente, entonces, al conocer la posicgndel agregado formado en el tubo
donde se deposita la muestra se pude estimar la densidad degtos o de cualquier otra
poblacon celular con 3-40. Se debe resaltar que las cantidades en esta ecuacon &arias
mismas unidades que er3(38.

®Numero de experimentos realizados con perlas marcadoras para de nir l@xpreson (3-40).
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Figura 3-27.: Resultados obtenidos de los gradientes de densidad corggemarcadoras de
Sigma y Cospheric. a) Experimento 1 y b) Experimento 2.

Ahora, en las siguientes subsecciones se presentan los taso$ encontrados con3-40 al
hacer gradientes usando las diferentes cepasl@éshmania. Es necesario tener en cuenta que
las imagenes de los gradientes que se muestran a continDi&do Se encuentran a escala y
gue adenss las unidades empleadas por el programa Trackéneedir la distancia estn en
centmetros y no milmetros.

3.2.4.1. Control

Como control se mido la densidad de partculas de laex @ 5m de la marca Coulter Beck-
man (CC Size Standard L5, nominal n latex particles) cuyo valor de densidad reportado
es de 10505n1. Entonces, al realizar el gradiente se enconto que el ageelo de partculas
formado estaba a una distancia verticay = 18;40 0;5mm medida desde la parte inferior
del tubo eppendor , Figura 3-28.
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Figura 3-28.: Gradiente control de partculas de htex, distancias nedidas con el programa
Tracker.

Al sustituir la distancia y en (3-40 se halb que la densidad medida, en este caso, era

g g
= 0,0035——— (1840mm) +1;1139— 3-41
control ’ ml mm ( 1 m) l ml ( )
control 1,050 0;002=mi (3-42)

Valor de densidad que corresponde al reportado en la litevaé para este tipo de partculas.

3.2.4.2. Paasitos de la cepa E1

En los gradientes hechos con pagsitos de esta cepa se identjue los agregados se formaron
en las distancias verticaley = 14;00 0;5mm y y =20;02 0;5mm para promastigotes y
amastigotes, respectivamente, Figur8-29. Al sustituir estos valores en la expreson3-40
se obtuvo que las densidades estimadas en parsitos de lpec&l eran
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Figura 3-29.: Gradiente de densidad cepa E1. a)Estadio promastigote y) kEstadio
amastigote.

= Promastigotes

£1=  0:0035—9  (14:00mm)+ 111395 (3-43)
ml mm ml
e 1065 0:00%5m (3-44)
= Amastigotes
e1= 000359 (20,02mm) + 111395 (3-45)
ml mm ml
e1 1044 0:0025m (3-46)

3.2.4.3. Paasitos de la cepa pSP

Por otro lado con la cepa pSP se determiro, en el caso de pratigotes, que el agregado
se formaba eny = 13;16 0;5mm, Figura 3-30a, sin embargo, al hacer gradientes con
amastigotes de esta cepa se establecieron dos agregadosteior del tubo uno a 1451
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0;5mm vy el otro a 2221 0;5mm, Figura 3-30b, situacon que sugiere dos poblaciones de
amastigotes con diferente densidad. Para identi car, esdgpoblaciones se hizo otro gradiente
usando un cultivo de amastigotes en apoptosis, FiguB30c, encontrando, que el agregado
formado se ubicaba ery = 12;90 0;5mm, con lo cual, se estableco, al sustituir este valor
dey en (3-40, que pamsitos de la cepa pSP en este estado tienen una ddad aproximada
de 1,069 0;002=mi, valor que es parecido al hallado en el agregado 1 de la Figida
30b, ecuacon (3-50, ran por la cual se concluye que los pa@asitos en el prien agregado
corresponden a elulas en apoptosis.

Figura 3-30.: Gradiente de densidad cepa pSP. a)Estadio promastigoté. bstadio amasti-
gote y c¢) Cultivo amastigotes axenicos en apoptosis.

= Promastigotes

g )

psp = 0,0035——(13;16mm) + 1,;1139— (3-47)
ml mm ml
psp 1,069 0;002=mi (3-48)

= Amastigotes

osp. = 0,0035— 9 (14:51mm) + 111392 (3-49)
ml mm ml
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psp, 1,063 0;0025mi (3-50)
- g : . g i
pSpy = 0,0035rm (22,21mm) + 1 ’1139rﬁ (3-51)
psp, 1,036 0;,002=mi (3-52)

3.2.4.4. Paasitos de la cepa WT T.

Desples de medir la densidad en dos de las cepas modi cadse,construyeron gradientes
para estimar esta propiedad en la cepa silvestre Hetropica, encontrando que las posiciones
de los agregados eran en promastigotgs= 13;89 0;5mm y en amastigotesy = 18;70

0;5mm, Figura 3-31, valores que al introducirse en3-40 dan como resultado las siguientes

densidades

Figura 3-31.: Gradiente de densidad.. topica silvestre. a)Estadio promastigote y b) Esta-

dio amastigote.

= Promastigotes

;= 00035—3 _ (13:89mm)+1;11392
ml mm ml

t 1.065 0;00Z=mi

(3-53)

(3-54)
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= Amastigotes

;= 00035—2 _ (1870mm)+1:11392 (3-55)
ml mm ml
. 1048 0,002 (3-56)

3.2.4.5. Paasitos de la cepa WT B.

Porultimo, tambéen se estino la densidad en pa@sitos ce L. braziliensis teniendo presente
gue las distancias medidas en este caso fueyon 15;57 0;5mmyy=11;22nm 0;5mm,
Figura 3-32, con lo cual se estableco que la densidad de estos pa@stera

Figura 3-32.: Gradiente de densidad.. braziliensis silvestre. a) Estadio promastigote y b)
Estadio amastigote.

= Promastigotes

5= 00035—9 _ (1557mm)+1:1139->- (3-57)
ml mm ml

s 1,059 0:002=m (3-58)
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= Amastigotes

5= 00035—9  (11:22mm) +1:1139-2- (3-59)
ml mm ml
s 1075 0,002=m (3-60)

Hasta aqu se presentan los resultados encontrados al methr densidad de las diferentes
cepas de paasitos usando la expresor8¢40), ahora el siguiente paso es calcular su elasticidad
utilizando los valores de nidos en 8-44), (3-46), (3-48, (3-52, (3-54), (3-56), (3-58 y (3-60.

3.2.5. Elasticidad

La elasticidad de los promastigotes y amastigotes dleishmania se determiro utilizando la
expresiones 3-33 si la densidad de los paasitos estaba en el intervalo deGIEQ;% a 109%

y la (3-34) al considerar densidades entre 1068n: a 10269%=m3. Los errores asociados con
la velocidad del sonido en los pa@sitos; y su compresibilidadK se determinaron segun las
expresionesE-10) y (E-12), de nidas en el Apendice E.

Cepa ¢ (%=mi) c(ms) | K ( 10 Pa ?})

El 1,065 0;002| 1,007 | 1493 3 4,21 0,02
pSP | 1,069 0;002| 1,006 | 1492 11 4,20 0,07
WT T. | 1,065 0;,002| 1,007 | 1493 3 4,21 0,02
WT B. | 1,059 0;002| 1;,013| 1502 3 4,18 0,02

Cuadro 3-14.: Elasticidad promastigotes de las diferentes cepas deishmania.

Cepa ¢ (%=ml) c.(m™=) | K( 10 *°Pa ?)

El 1,044 0;002| 1,030| 1528 3 4,10 0,02
pSP | 1,036 0;002| 1,038 | 1539 3 4,07 0,02
WT T. | 1,048 0;002| 1;,025| 1520 3 4,13 0,02
WT B. | 1,075 0,002 | 1,028 | 1524 11 4,00 0,07

Cuadro 3-15.: Elasticidad amastigotes de las diferentes cepas deishmania.
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Luego de hallar los valores de elasticidad de los paasiiggesentados en los Cuadrd3-14
y 3-15, estos datos se usaron, junto con la densidad y el tamano aeaatigotes y promasti-
gotes, para determinar teoricamente la intensidad de &, que actua sobre estas e@lulas al
interior del dispositivo 2 con el modelo fsico de nido enleCaptulo 2. Entonces, a continua-
con y comoultima parte de este trabajo se exponen los reados teoricos y experimentales
encontrados al estudiar el movimiento de paasitos somets al campo aastico de la onda
estacionaria.

3.3. Movimiento de Leishmania en el Campo Aastico

Para estudiar el movimiento de los paasitos en el disposib 2, Figura 3-1b, primero fue
necesario estimar el valor de la energa aaistica al inter de este dispositivo para ello se
empleo la misma metodologa descrita en la subsecci1.2 con la cual, se de no el valor
de E4 en el dispositivo 1. Por lo tanto, al ajustar la trayectoria ¢érica, obtenida del modelo
tridimensional usando laF, 3D de paredes suaves en Figura 3-34b, con la trayectoria
medida experimentalmente sobre una partcula de htex d&;5m de dametro expuesta al
campo aastico al interior del dispositivo 2, Figuras3-33 y 3-344a, se halb al comparar los
polinomios abicos, Figura3-34c, que el menor error corresponda a un valor dE, = 7#,
Figura 3-34d. Encontrando, as, que el mejor ajuste entre la curva expenental y teorica
esh dado para este valor de energa como se observa en lal@ 3-35 donde se comparan
las dos curvas obtenidas.

Figura 3-33.: Trayectoria experimental medida en el dispositivo 2 congptculas de 4,5m
usando el programa Tracker.
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Figura 3-34.: Medicbon de la E,; en el dispositivo 2. a) Gra ca experimental. b) Ga ca
teorica. c) Ajuste de los polinomios de tercer orden. d) Errorelativo entre los
polinomios hallados con los ajustes.

Desples de establecer I&,. fue posible mediante la ecuacon3-4) determinar la preson
nmaxima que se ejerce sobre las @lulas al interior del dispitivo, la cual, tiene un valor de

)
_ kg m2__ J .
Pa=2 998 5 1483 7,00 0;248Mpa (3-61)
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Figura 3-35.: Ajuste obtenido con las trayectorias teorica y experimdal para una E,. =
7,00%; en el dispositivo 2.

Con la energa y preson nmaxima medidas, Figura3-35 y ecuacon (3-61), el siguiente paso
fue estudiar experimentalmente el movimiento de las diferes cepas dd.eishmania en el
dispositivo 2. Para ello se tomaron 2l de cultivos in vitro de cada una de las cepas de
pa@sitos, los cuales, se introdujeron de manera contrala mediante dos bombas conectadas
a la entrada y salida del canal. Luego con la muestra en el iritgr del resonador 2 y buscando
mantener un ujo transversal igual a cero se estableco, asdo los transductore$ z26, la on-
da estacionaria ajustando la frecuencia del generador dediones con el valor dado er3¢3).

Observando, al hacer vibrar el dispositivo con esta frecuza que los promastigotes se des-
plazan hacia el nodo de preson establecido en el centro @alnal, corroborando as que los
paiasitos en este estadio tienen un factor de contraste @stico positivo, Figuras 3-36c,
3-37c, 3-38c, 3-39¢, 3-40c. Adenms, en su desplazamiento hacia el nodo se resalta que
los promastigotes se orientan de tal forma que su cuerpo defuse dirige hacia el nodo de
preson y el agelo se ubica en sentido contrario, Figura8-37b, 3-39b y 3-40a, efecto en
su movimiento que se relaciona con la dependencia directarena F, y el volumen de

la elula, entonces, el cuerpo del pa@asito, por su mayorolumen, experimenta una fuerza
aaistica mas intensa que el agelo.
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Adicionalmente se enconto que los promastigotes al llegat nodo de presbn se ordenan
de tal manera que su cuerpo toma una posicon casi horizontEdrmando inicialmente un
agregado tipo cadena como los obtenidos en el captubal considerar partculas que se
mueven bajo la accon de l&F,, 3D en un dispositivo con,  y; ', Figuras3-36ay 3-40b.
Sin embargo, al irse acumulando mas paasitos en la posicide equilibrio estos comienzan
a formar una estructura ovalada, similar a la observada coragiculas de htex de 5m en
el dispositivo 1 Figura3-41, estructura en la que lasultimas @lulas agregadas marmnen
los agelos hacia el exterior, Figuras-36b, 3-38a, 3-38b y 3-39a. Sequn lo encontrado es
posible relacionar la forma de estos agregados con la acabe la Fy, tridimensional y un
ujo en la direccon x. Puesto que en la situacbn experimental, con pa@asitos partculas,
aunque se trab de hacer el ujo igual a cero se obserno un mowiento de arrastre generado
por el lquido sobre @lulas o partculas individuales @& esta direccon.

Figura 3-36.: Promastigotes de la cepa Fuliropica expuestos al campo aastico en el dispo-
sitivo 2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c) lagen tomada
con un objetivo de 10X.
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Figura 3-37.: Promastigotes de la cepa E1 expuestos al campo awstiaoea dispositivo 2.
a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c¢) Imagen torda con un
objetivo de 10X.

Figura 3-38.: Promastigotes de la cepa pSP expuestos al campo awstEo el dispositivo
2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c) Imagenntada con
un objetivo de 10X.
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Figura 3-39.: Promastigotes de la cepa WT tropica expuestos al campo a&tico en el
dispositivo 2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de X0 c) Imagen
tomada con un objetivo de 10X.

Figura 3-40.: Promastigotes de la cepa Wbraziliensis expuestos al campo aaistico en el
dispositivo 2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de %0 c) Imagen
tomada con un objetivo de 10X.
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Figura 3-41.: Partculas de 5m en el dispositivo 1 formando un agregado en el centro,
objetivo 20X .

En cuanto a la rotacon de los promastigotes en el campo astico debido a su forma no se
obseno, al considerar @lulas individuales, un movimigo de este tipo a pesar de que los
pai|sitos si toman una posicon particular en el campo, $8n se describd en los parrafos
anteriores. No obstante, al formase la estructura ovaladarcdos pamsitos, Figuras3-36Db,
3-384a, 3-38b y 3-39a, se identi ® rotacon de todo el agregado celular respeo al nodo en
el plano frontal (y; z) situacon que no se presenb en partculas de htex. Ege movimiento
podra ser generado por la disposicon espacial en el plan(y; z) de losultimos promasti-
gotes ubicados en el agregado, donde se tiene que estos seanhide tal manera que sus
cuerpos y agelos estan dispuestos diagonalmente a la asttura, Figura 3-42, disposicon
gue debido a la forma del pa@asito en su estadio promastigopuede favorecer la generacon
de un momento de torsbn neto sobre el agregado, el cual peeestar asociado con el propio
movimiento del agelo, el cual es usado por los promastigat@ara desplazarse en el lquido.

Asimismo, se halb que las rosetas, las cuales, son estruetsl formadas por varios promas-
tigotes de Leishmania en cultivos in vitro durante su fase de crecimiento estacionatfo
Figura 3-43a, describen un movimiento de rotacon respecto a su centrd astar expuestas

al campo, siendo este contrario al de las manecillas del jjglen el plano ;y), como se
describe en la Figura83-43b en la que se presenta el movimiento de una roseta de la cepa E1.
Es interesante resaltar que los parsitos en estas estrucas se ubican con su cuerpo en el
centro dejando hacia afuera sus agelos, disposicon silai a la observada en los agregados
formados por promastigotes expuestos al campo aaistico ehplano (y; z), Figura 3-42.

10 | a presencia de rosetas indica el estado de infeccon de los paasis en el cultivoin vitro .
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Figura 3-42.. Vista frontal del dispositivo, rotacon del agregado corpromastigotes en el
plano (y; z).

Figura 3-43.: a) Roseta formada por promastigotes deeishmania b) Movimiento de ro-
tacon para una roseta de la cepa E1 en el campo aastico deispositivo 1,
objetivo 50X .
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Por otro lado, al someter los amastigotes de las diferentespas delLeishmania al campo
aaistico en el dispositivo 2 se enconto, al igual que com$ promastigotes, que inicialmente
en ellos se estableca un movimiento de migracon hacia ekentro del dispositivo, Figuras
3-44c, 3-45c, 3-46¢y 3-47c¢, indicando nuevamente un valor positivo del factor de cordste
aaistico . Amastigotes que con el tiempo y debido a su desplazamiento secaban en el
nodo de preson para formar agregados tipo cadena, como tpge se presentan en las Figuras
3-44a-b, 3-45a-b, 3-56ay 3-47a, los cuales desples de un tiempo se convierte en agregados
ovalados en el centro del canal, Figura-47b, iguales a los observados con promastigotes. No
obstante, al exponer pa@sitos en su estadio amastigote @mpo aaistico y luego de formar
estos agregados no se obseno rotacon de la estructuraatada en el plano ¥; z) hecho que
puede estar relacionado con el cambio en la forma de los [stas, los cuales en su estadio
amastigote son nmas parecidos a una partcula esgrica.

Respecto a movimientos de rotacon en amastigotes no seigtg ningin movimiento de este
tipo en paasitos individuales, sin embargo, se encontique al estar ya ubicados en el nodo
los amastigotes, adenas, del agregado ovalado generanootipo de estructura con forma
de muelle o resorte, Figuré8-46Db, la cual si describe un movimiento de rotacon al rededor
del nodo de presbn, plano y;z). La forma y el movimiento de rotacon de esta estructura
tamben se ha evidenciado en partculas de htex de tamae micromnetrico sometidas al campo
aaistico, por consiguiente, es posible asociar dicha asttura a la forma esgrica de partculas
0 amastigotes, Figura3-48.

Figura 3-44.. Amastigotes de la cepa E1 expuestos al campo aastico endedpositivo 2.
a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c¢) Imagen torda con un
objetivo de 10X.
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Figura 3-45.. Amastigotes de la cepa pSP expuestos al campo aastico ermispositivo 2.
a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c) Imagen torda con un
objetivo de 10X.

Figura 3-46.. Amastigotes de la cepa WTtopica expuestos al campo aaistico en el dispo-
sitivo 2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de 40X. c) lagen tomada
con un objetivo de 10X.



Captulo 3. 3.3 Movimiento de Leishmania en el Campo Aaistico 146

Figura 3-47.: Amastigotes de la cepa WTbraziliensis expuestos al campo aaistico en el
dispositivo 2. a) y b) Imagenes tomadas con un objetivo de X0 c) Imagen
tomada con un objetivo de 10X.

Figura 3-48.. Estructura formada por partculas de htex de 6 y 20m en el nodo las cuales
describen un movimiento de rotacon en esta posicon. Ingen facilitada por
la investigadora Iciar Gonzalez.

Para terminar de estudiar el movimiento de los pa@sitos deeishmaniaen el campo aastico,
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se tomaron los valores de las propiedades fsicas medidasgestas e@lulas, cuadros$-10,
3-11, 3-14 y 3-15, junto con la E,. determinada en el dispositivo 2, Figura3-47, con
el propsito de estimar, usando el modelo fsico 3D para pades suaves e, captulo 2,
la magnitud de la Fp, que experimentan las diferentes cepas de pamsitos al intg del
dispositivo 2. Para cumplir con esto se asumb que la posigien direccon y de los parsitos
era 4244m , la cual se tono igual a la posicon de la partcula en la Figira 3-33. Y por
otro lado, las posiciones er y z se de nieron enx=2 y =,

Figura 3-49.: Magnitud de la F,, en direccon y que actua sobre los promastigotes de
Leishmania a) Cepa E1, b) Cepa pSP, c) Cep&opica Silvestre y d) Cepa
braziliensis silvestre.

Ademas de especi car la posicon inicial de los paasitose usaron las mismas condiciones de
ujo junto con los modos de vibracon de nidos en el modelo lamedir la E 5. en el dispositivo

2, es decir, que los resultados que se muestran en las FiguBa#, 3-50, 3-51 y 3-52 se
hallaron al considerarv =39;2m y n, = n, =1y n, = 60. Tamben es necesario resaltar,
antes de describir estos resultados, que la magnitud defg en promastigotes fue determi-
nada al considerar los pa@asitos con forma eskrica, ess@ hizo porque las expresiones de la
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For, ecuaciones 1-203 y (1-214, usadas en el modelo 3D fueron halladas considerando un
objeto eskrico, no obstante, el radio de la esfera asocéad cada cepa de promastigotes fue
establecido con el volumen medido para estos pa@sitos, &iro 3-11.

Entonces, establecidas las condiciones anteriores en lawdacon con el modelo 3D se en-
conto que los promastigotes del. braziliensis silvestre experimentan unaF, de mayor
magnitud, Figura 3-49d, que la experimentada por las cepas de topica WT, Figura
3-49c¢, L. topica modicada E1, Figura 3-49ay la cepa pSP delL. mexicana Figura 3-
49b. Identi cando una disminucon en la intensidad de laF,, relacionada con cambio en las
propiedades fsicas de las diferentes especiesldgshmania, en particular, si se observa el
Cuadro 3-14, donde se presentan los valores medidos de densidad y etafdid, se nota que
estas dos propiedades en las diferentes cepas son muy sigslaSin embargo, al comparar los
valores del volumen en promastigoteg,, Cuadro 3-14, se observan cambios signi cativos de
esta propiedad, de ah que se pueda concluir, para las cemstudiadas, que las variaciones
en la magnitud de laF, estn asociadas al volumen del pa@asito. Por otra parte,amben
es de resaltar que los valores maximos de B, se alcanzan en diferentes posiciones y que
esta fuerza disminuye considerablemente su magnitud a naalique los pa@asitos se acercan
al nodo de preson, ubicado en la mitad del dispositivo aprkanadamente a 100n de sus
paredes,Figura3-49, situacon que se esperaba teoricamente segun lo destrien el Captulo

2.

Figura 3-50.: Ga ca de posicon y de promastigotes como funcon del tiempd para un
ujo con velocidad medias de 10 =.

Este efecto en la magnitud de I&, tamben se evidencia al gra car la posicony de los
promastigotes como funcon del tiempd, Figura 3-50, donde se observa que a los pa@asitos
de L. braziliensis les toma menos tiempo en alcanzar su posicon de equilibm@mparado
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con el tiempo empleado por las otras cepas, FiguBa50, hecho relacionado directamente
con la magnitud de laF,, que experimentan las @lulas. Asimismo se concluye al catejas
gl cas de las cepas E1 \L. topica Silvertre (curvas azul y roja) que existe poca diferencia
entre la magnitud de laF,, que experimentan estas dos cepas, sugiriendo, como se enide
en los Cuadros3-11 y 3-14, que su densidad, elasticidad y volumen tienen valores canos
desta@ndose la diferencia mas signi cativa en su volunme

Figura 3-51.: Magnitud de la F,, que actua sobre los amastigotes deeishmania a) Cepa
El, b) Cepa pSP, c) Cepadropica Silvestre y d) Cepabraziliensis silvestre.

Haciendo el mismo aralisis con los amastigotes se halb glzemagnitud de laF,, sobre estos
paiasitos es menor que en pa@asitos con forma promastigatFigura 3-51, disminucon que
esh asociada con el cambio en las propiedades fsicas exmentado por el paiasito al pasar
a su forma amastigote, estadio en el cual estas @®lulas t&enuna menor densidad, elasticidad
y volumen, como se evidencia en los Cuadr8sl5 y 3-10. Efectos que descritos en erminos
moleculares estin relacionados con modi caciones en dbasqueleto de los pa@asitos, puesto
gue en su estadio amastigote hay una disminucon signi caf en la sntesis de tubulina segun
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fue determinado porFong & Chang (1981 dando como resultado la retraccon del agelo
de los promastigotes.

Adicionalmente, al contrastar los resultados encontradosit las diferentes cepas se reconoco
que los amastigotes de. braziliensis y pSP experimenta unaF,, de igual magnitud, Figura
3-51b-d, la cual tiene mayor intensidad que ld&,, que actua en pa@sitos de las cepas E1y
L. tropica, Figura 3-51a-c. Resultado que tambéen se destaca en las gi cas de positiy de
los amastigotes como funcon del tiempo, Figura 3-52, donde se observa una superposicon
de estas gma cas para las cepas de. braziliensis y pSP, pa@asitos que requieren de menos
tiempo para alcanzar su posicon de equilibrio comparadoon el tiempo que les toma a
los amastigotes de E1 Y. topica . Esto indica, al hacer un parangn entre los valores de
densidad, elasticidad y volumen presentados en los Cuad®40 y 3-15, que las cepas de
L. braziliensis y pSP a pesar de tener diferencias signi cativas en sus pregdades estas se
compensan entre s dando como resultado la misma intensitlde laF,, sobre estos paasitos.
Sin embargo, y aunque las cepas ElLy tropica tienen la misma densidad y elasticidad la
pequena diferencia en su volumen genera un cambio consiikr en la intensidad de |&F,
gue actwa sobre estas cepas, Figura52.

Figura 3-52.: Ga ca de posicon y de amastigotes como funcon del tiemp® para un ujo
con velocidad media de 10=

Respecto al efecto del silenciamiento de los geridsMO1 V2.0210 (LbCLC-A), y LbrM32
V2.3670 (LbCLC-B) en la intensidad de l&F,,, solo es posible hacer el aralisis entre las cepas
WT T. y E1, puesto que los pamsitos en estas cepas correspenda la misma especie de
Leishmania Entonces, al comparar las propiedades fsicas encontaslen los promastigotes
de WT T.y E1 se identi ® un aumento en su volumen de 28m 2 cuando se hace el silen-
ciamento del genLbrM01 V2.0210 en los promastigotes control (cepa WT T.), aunque su
densidad y compresibilidad no cambian como se observa al pamar los resultados de estas
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propiedades presentados en el CuadB314, mismo efecto en el volumen que es reportado
por Zapata, 2016 en su estudio morfobgico de los promastigotes de estas aspAdenas,
se debe resaltar que este cambio de volumen en los promasigaonlleva un incremento
en la intensidad de laF,, de Q1pN encontrado al contrastar las ga cas3-49ay 3-49c.
Con este resultado se puede suponer que el silenciamientbgiés LbrM01 V2.0210 en los
promastigotes de WT T. genera una disminucbn de la protea relacionada con este gen que
afecta el volumen de los pamsitos, sin embargo, al no presarse cambios en la densidad o
elasticidad de los promastigotes no es claro que este silamiento afecte directamente las
propiedades del citoesqueleto del pa@sito.

En cuanto a los resultados encontrados con los amastigoteslds cepas WT T. y E1, lo pri-
mero que se identi @ es la disminucon signi cativa de vdumen, densidad y compresibilidad
de los amastigotes respecto a los promastigotes efecto quieetaciona con modi caciones en
la produccon de diferentes protenas, como la tubulinasegin se discuto en parrafos anterio-
res. No obstante, al comparar las propiedades fsicas de astigotes de la cepa control, WT
T., con las de la cepa silenciada, E1, no se obseno cambiolamensidad y compresibilidad
de los pasmsitos, Cuadro3-15, pero adenmas, su aumento de volumen fue de98m 2 valor
gue es menor al encontrado en promastigotes, teniendo conemsecuencia un aumento en
la magnitud de laFy poco signi cativo de Q0O2pN, ga cas 3-5lay 3-51c. Resultado que
sugiere que el silenciamiento del gdrbrM01 V2.0210 afecta nmas al paasito en su esta-
dio promastigote que amastigote, por lo tanto, el constructdisenado poZapata, 2016debe
afectar una protena que se expresa principalmente en prastigotes pero no en amastigotes.
Esto pone en duda la posible interferencia de la protena bulina sugerida porZapata, 2016
y Garcia, 2016 ya que, de ser cierta esta interferencia el efecto del sdemiento debera
ser el mismo en amastigotes que en promastigotes y adermaglguna de las protenas que
conforman el citoesquelo, como la tubulina, fuera afectadato debera traducirse en cambios
de densidad o elasticidad de los paa@sitos, iguales a losegse observan cuandbeishmania
cambia de estadio.

Por ultimo, se debe destacar que el aumento en la densidad hbs amastigotes dd.. bra-
ziliensis identi cado al comparar los valores presentados en los Cuad 3-14 y 3-15 esta
relacionado con el hecho que esta cepa es launica que se dfarma completamente de pro-
mastigote a amastigote en el cultivan vitro, situacbn que no se presenta con las otras cepas
de Leishmania lo cual se re eja en una disminucon de la densidad del amagbte en lugar
de un aumento.

Con esto se concluye el estudio del movimiento de los patas de Leishmania en el cam-
po aastico donde se tuvo presente los resultados encomtos experimentalmente con los
dispositivos construidos y los teoricos determinados a pa del modelo 3D desarrollado
en el Captulo 2. Para terminar este documento en el siguiente captulo sergsentan las
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conclusiones mas importantes del trabajo.



Cap'tulo

Conclusiones

La simulacbn y los dispositivos aaisticos desarrolladopermitieron por primera vez realizar
un estudio teorico-experimental del comportamiento de pasitos expuestos a un campo
aastico.

4.1. Modelo Teorico y Simulacon

Por primera vez se presenta un modelo teorico tridimensiah el cual permite estudiar y
predecir la diramica colectiva de partculas o elulas on ultrasonidos.

En el Captulo 1 al determinar las expresiones teoricas de IB, en tres dimensiones para
las dos condiciones de frontera de nidas en direccor, ecuaciones 1-205 y (1-219, se
evidencio que las componentes de esta fuerza no son indepsrids entre s puesto que se
hallaron £rminos adicionales que multiplican la fuerza midimensional en cada componente,
los cuales depende de los rumeros de onda y de las coordersaday y z en el espacio,
indicando que existe un feromeno de interferencia entreslandas estacionarias relacionado
con la vibracon del dispositivo en las tres dimensiones.

El modelo teorico 3D desarrollado en este trabajo con rmaiferentes comportamientos de
alineacon y agregacon dependiendo las condiciones deritera de la amara resonante.

El estudio tridimensional del movimiento hecho en el Captlo 2 con la simulacon compu-
tacional rati ca que las componentes de ld&, 3D no son independientes entre si, ya que
existe interferencia entre las ondas estacionarias quecéela diramica de las partculas en
el dispositivo.
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4.2. Experimental

Se desarrollaron dispositivos aaistico para manipular gesitos y hacer estudios de compre-
sibilidad.

Se usaron ultrasonidos como una nueva herramienta tecrgiba para estudiar cambios en el
ciclo de vida del paasito.

4.3. Medicon de Propiedades Fsicas en Paasitos de
Leishmania

En este trabajo se estandario una metologa para medir ldensidad de elulas usando la
ecuacon (3-40 obtenida de gradientes discontinuos de Percoll , ecuatmue es \alida siem-
pre y cuando se mantengan las condiciones descritas.

Se propuso a partir de los valores maximos de E, una forma indirecta de estimar la com-
presibilidad celular con la densidad usando las expresigiaeales 8-33 y (3-39 .

Como se describd en el ciclo de vida desishmaniag estos pa@asitos cambian de forma para
adaptarse a los diferentes ambientes a los cuales son exmsgsin embargo, este mecanis-
mo de adaptacon no solo implica variaciones en la forma dpaiasito sino que, adenas, se
relaciona con modi caciones signi cativas de las propiedas fsicas del paasito tales como
volumen, densidad y elasticidad, efecto que se evidencionadir estas propiedades en las
diferentes cepas déeishmania en estado amastigote y promastigote, Cuadr&10, 3-11,
3-14 y 3-14.

Los pamsitos en estadio promastigote tienen mayor densid, compresibilidad y volumen
gue los pamsitos de las mismas cepas en estadio amastigo@uadros 3-10, 3-11, 3-14 y

3-14. Efecto en las propiedades que afecta directamente la magdide la Fy, la cual, es
mayor en promastigotes que en amastigotes, como se iderdi al comparar la Figura3-47

con la Figura 3-49.

El cambio en las propiedades fsicas del paasito cuandste pasa de su estadio promastigote
a amastigote est relacionado con la modi cacon de su aesqueleto que es afectado por
la disminucon en la produccon de tubulina durante su transformacon. Este efecto en el
citoesqueleto del paasito conlleva a una disminucon ewsiderable en la intensidad de |&p,
como se evidencia en las Figur&47 y 3-49.

Usando los dispositivos aaisticos construidos se determexperimentalmente que promasti-
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gotes y amastigotes tiene un factor de contraste aasticopositivo, puesto que estas elulas
al ser expuestas al campo aaistico generan agregados eneeltro del dispositivo donde se
ubica el nodo de preson de la onda estacionara, Figura336 a 3-40 y 3-44 a 3-47.

4.4. Fp y Pansitos de Leishmania

Aungue se generen cambios signi cativos en las propiedadsieds de los pa@sitos, al cam-
biar todas las propiedades simulaneamente, estas varianes pueden ser compensadas dando
como resultado la misma intensidad de 1B, en diferentes cepas de pamasitos. Situacbn que
se presenb con los amastigotes, cepas pSP y WT B., las cualagesar de tener volumen,
densidad y elasticidad diferentes, Cuadrd®-10 y 3-15, experimentan unaF,, de la misma
magnitud, Figura 3-51b y 3-51d.

Con la medicon de las propiedades fsicas y la estimagdde la intensidad de laFy, en las
cepas de pamsitos WT T. y E1 se logo establecer que el sileamiento del genLbrM01
V2.0210 (LbCLC-A) afecta mas a los promastigotes que a los amastigotes, emcieto, mo-
di ca signi cativamente el volumen de los promastigotes, r@nteniendo constante su densidad
y compresibilidad. Resultado, que pone en duda la interfer@a del constructo disenado so-
bre la tubulina puesto que no se detectaron modi caciones éndensidad y compresibilidad
de los pamsitos que evidenciaran un efecto sobre el citgasleto.

4.5. Recomendaciones y Perspectivas

Comparar las medidas indirectas de elasticidad de paasd con medidas directas obtenidas
por microscopia de fuerza abmica o por alguna ecnica dagollada con acusto udica que
permita medir directamente el nodulo volunetrico usandocampos aasticos de ondas esta-
cionarias.

Optimizar el modelo teorico 3D con promastigotes al consgitar en la simulacon una expre-
son sencilla de laF, calculada para objetos de forma cilndrica.

Incluir el ujo en el modelo fsico 3D y en el estudio experirantal.
Medir densidad y elasticidad en las cepas C1 y C3 para evidamcsi el silenciamiento del

gen LbrM32 V2.3670 genera efectos en I&,, que se relacionen con modi caciones en el
citoesqueleto del paasito.
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Dimmica de Fluidos

El propsito en este apendice es presentar de forma genecada una de las ecuaciones usadas
en el estudio del movimiento de un uido ecuacon de contindad, ecuacon de Navier-Stokes

y ecuacon del estado termodiramico del uido. Conocer ldsica detas de estas expresiones
permitia en el calculo de laF,, realizar las aproximaciones correspondientes teniendo en
cuenta criterios fsicos y ,adenas, ayudaan a interpréar adecuadamente laF,, lo que
es conveniente al usar esta fuerza para caracterizar prafades me@nicas de paasitos de
Leishmania Por ello, a continuacon se describia cada una de estas@aciones segin la
teora presentada enLandau & Lifshitz (1991, Feynmanet al. (19649 y Bruss (2008 .

Ecuacon de Continuidad

Ecuacon de la me@nica de uidos que expresa el principide conservacon de la masa en un
uido, entonces, para de nir esta ecuacon suponga que tiee un volumen de forma arbitraria
V, jo en el espacio a trawes del cual uye un lquido de densia@d a una velocidadv, Figura
A-11. SiV, es divido en pequenos elementos de volumen in nitesimatidé, la masa total
m contenida en este volumen puede ser escrita como

m=  dv (A-1)

Vo

1Se debe resaltar que y ¥ representan campos escalares y vectoriales, respectivamente, quean en el
espacio y el tiempo ( (x;y;z;t) y ¥(x;y; z; 1)), campos, que segin la descripcon euleriana del movimiento
de un uido, estin asociados con el volumen jo V, ¥y no con un elemento de uido.
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Figura A-1 .. Volumen jo V, que es atravesado por un Iquido a velocidadl. Las echas en
la parte inferior izquierda representan la direccon del ujo.

Ahora, debido al movimiento del Iquido, la disminucon dela masa de uido al interior de
V, por unidad de tiempot, usando @A-1), es

em @
(@] (@]

Vo

dv (A-2)

Por otro lado, al dividir la super cie S, que encierra &/, en elementos dearea in nitesimales
da es posible de nir el ujo de masa que pasa por unidad de tiempmmo el producto punto
entre el vectordg con magnitud igual alarea del elementada y direccon saliendo de la
super cie, y el vector densidad de ujo nasico o vector de nmaentum por unidad de volumen
de nido como

J=~ (A-3)

La direccon de J corresponde a la del movimiento del uido y su magnitud es igla la

cantidad de masa de uido que esh circulando en el tiempo aaws del elemento dearea
da, Figura A-1. Entonces, la cantidad de masa que pasa en el tiempo a trads da esa

dada por

d = v da (A-4)

Donded |, es positivo si el uido sale de/, o negativo si el uido entra enV,. Para calcular
el ujo total de masa que pasa poil, en el tiempo se integra sobre toda la super ci8, lo
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gue signi ca que se suman todos los ujos in nitesimales dad por (A-4), con lo cual se
llega a

m = v da (A-5)

Note que tanto (A-2) y (A-5) representan que tanta masa atraviesa la super ci€ en el
tiempo, por lo tanto, igualando estas dos ecuaciones se ebg

@

ot V= v da (A-6)
Vo

S

Usando el teorema de la divergencia en la parte derecha @ef) para reescribir la integral
de super cie como una integral de volumen y aplicando el o&lor de derivada temporal
sobre la densidad del lquido, la relacon anterior tomaa forma

@ .\ _
Qiv= 1 (vmav (A7)

Vo Vo

Porultimo, igualando a cero y factorizando el operador dV en (A-7)

%t+ r (v) dv=0 (A-8)

Vo

Como esta integral debe ser valida para cualquier volumemtences, en A-8) se debe
cumplir que

%t+ r (v)=0 (A-9)

Donde (A-9) corresponde a la ecuacon de continuidad de un lquido copresible. Si se estudia
el movimiento de un uido a escala micromnetrica, como en ajaciones de micro udica, la
velocidad del ujo es mucho menor que la velocidad de las orsdde presbn, sonido, que
se propagan en el lquido, por lo tanto, se considera constante en el tiempo y el espacio
(Bruss 2009, lo que permite reescribir A-9) en la forma

r v=0 (A-10)

Expresbn que corresponde a la ecuacon de continuidad maun uido incompresible.
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Ecuacon de Movimiento Para el Fluido

Esta ecuacbn permite estudiar el movimiento de un uido a prtir del aralisis de las fuerzas
gue acuan sobreel, dependiendo de @mo son sus interacnes con el entorno el Iquido se
puede encontrar en estado de reposo o de movimiento. Por gpmen ausencia de esfuerzo
cortante y bajo la accon de un campo de fuerzas externo coneb campo gravitacional el
Iquido estalm sometido a dos tipos de fuerza una asociadalos esfuerzos normales, preson,
y otra fuerza generada por la interaccon de la masa del lgdo con el campo gravitacional,
peso; si la fuerza debida a la presbn es balanceada por eé@el uido alcanza un estado de
equilibrio, reposo, en el cual la preson en su interior, o@cida como preson hidrosttica,
vara linealmente con la profundidad. Por otro lado, si adeas de las fuerzas ya mencionadas,
al lquido se le aplica una fuerza tangente a su super ciestierzo de corte,este se movera
debido a que la interaccon entre sus mokculas no es fuertomparada con las fuerzas entre
las mokculas de un lido. La facilidad con la que el uidaede bajo la accon de un esfuerzo
de corte depende de como interacuan las diferentes capasl duido, caracterstica que es
determinada por su friccon interna o viscosidad. Entonce teniendo en cuenta estos tres
tipos de fuerzas es posible escribir de forma general la exmrade movimiento para un
uido, al aplicar la segunda ley de Newton sobre un elemento delumenV, deeste, como

= et = f:) + fext + Fis (A-11)

Donde flea representa la fuerza neta por unidad de volumen que actualse el Iquido, f7,
es la fuerza por unidad de volumen asociada a la presoity es la fuerza por unidad de
volumen relacionada con campos externodY}s corresponde a una fuerza interna por unidad
de volumen vinculada con las fuerzas tangentes que acuambse la super cieS que encierra
el volumenV, de Iquido. Si el uido no esk en reposo y se encuentra acaiado la ecuacon
(A-11) toma la forma

a= f‘p + fext + s (A-12)

Siendo la densidad del Iquido y-ael campo vectorial de aceleracon. Es importante resaltar
gue en @A-12) el campo-a as como el campo vectorial de velocidad, que es solucon de
esta ecuacbn, son de nidos segun la descripcon eulaana del movimiento de un uido, es
decir, que estos campos contienen, en su expreson mattiga, una parte que evoluciona
en el tiempot en una posicon¥ ja del espacio. Teniendo presente esto, a continuacon se
describen las ecuaciones de movimiento para dos casos: eh@ro esta relacionado con un
uido donde se desprecian las fuerzas de friccon, viscdad, y la accon de campos externos,
ecuacbn de Euler. Y el segundo para un uido en el cual se ceideran los efectos disipativos,
es decir, las fuerzas relacionadas con la viscosidad dglildo, ecuacon de Navier-Stokes.
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Ecuacon de Euler

Suponga que tiene un Iquido contenido en el volumen &, sobre el que no acuan fuerzas
de campos externos ni fuerzas relacionadas con la viscogjgeor lo tanto, launica fuerza que
se ejerce sobre este volumen de uido esh relacionada cas kesfuerzos normales, entonces,
bajo esta condicon la ecuacon de movimiento A-12) toma la forma

dv _

= (A-13)

Donde ‘é—*t’ representa el campo vectorial de aceleracoa Ahora, para encontrarf}, se de ne
la fuerza total que actia sobre toda la super cieS, que encierra al volumen de Iquidov,,
como la suma de la presorp ejercida sobre cada elemento deareds, con lo que se obtiene

Fp = pda (A-14)

S

El signo menos enA-14) indica queF, tiene sentido contrario al vector deareads, es decir,
gue su direccon es hacia el interior del volumen. Aplicadd éorema de la divergencia en
(A-14)

Fp= pda= r pdv (A-15)

S Vo

Dividiendo (A-15) por el volumen se de ne la fuerza por unidad de volumen relaoada con
la presbn como

fh=rp (A-16)

Sustituyendo (A-16) en la ecuacon de movimiento A-13)

dv 1
G- TP (A-17)

Para calcular la derivada de la velocidad con respecto alrig@o en (A-17) se debe resaltar
gueesta derivada designa la variacon respecto al tiempae la velocidad de una partcula de
uido 2 determinada cuando la partcula se mueve en el espacio, tidad que est asociada
con puntos jos del espacio. Lo anterior se evidencia, notda que la variacon de velocidad

2Una partcula de uido es un volumen muy pequefo de uido en comparacon con el volumen total del
sistema pero grande al contrastarlo con las distancias entre las moeca$ (Landau & Lifshitz, 1991).
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dv de una partcula de uido esta compuesta por la rapidez a lawp cambia la velocidad
con el tiempo en un punto jo del espacio mas la diferencia, eel mismo instante de tiempo,
entre las velocidades para dos puntos del espacio separadgios distanciad+, siendod+ el

desplazamiento realizado por la partcula de uido duranteel mismo intervalo de tiempo
(Landau & Lifshitz, 1991, por lo tanto, dv puede ser escrita como

dv= %:’ dt+(de r)v (A-18)

Donde el segundo miembro en la parte derecha d&-18) representa

@~
df r )¥= dx— + dy— + dz— A-19
(dr r)v=dxg dye (A-19)

Si la variacon dv, de nida por (A-18), ocurre en un intervalo de tiempodt, la derivada
temporal dev en (A-17) toma la forma

dv_  @v dt+ d¥

- @t a pm ro« (A-20)
dv_ @v -
a—@tﬂv r)v (A-21)

Remplazando A-21) en (A-17) se llega a

@~ 1

—+(¥ r)¥= —r A-22
ot Y 1) p (A-22)
(A-22) es la ecuacon de movimiento en notacon vectorial para unuido ideal conocida
como ecuacon de Euler, obtenida por primera vez por L. Eulen 1755 (andau & Lifshitz,
199)); es importante resaltar que los uidos estudiados corAf22) son considerados ideales

porque en ellos se desprecia los procesos de disipaconaderierga.

Sin embargo, como las fuerzas que actian sobre la super &epueden estar dirigidas en
distintas direcciones respecto a la direccon de orientaw de la super cie, se ejerce sobre
el volumenV, de uido encerrado porS diferentes esfuerzos, por lo tanto, para describir
todos los esfuerzos que actian sobré, es necesario expresarA(22) usando cantidades
de estructura mas compleja que los vectores, conocidas abnensores, las cuales recogen
esta informacon al ser especi cados mediante nueve elem@s que dependen de las tres
direcciones del espacio y de la direccon del vector normalla super cie en cada punto.
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Entonces, para representarA-22) de forma tensorial primero se de ne el tensor de densidad
de ujo de momentum j (Landau & Lifshitz, 1997, el cual se determina al calcular el ujo
asociado con la cantidad de movimiento transportada por elido, por lo tanto, derivando
respecto al tiempo la cantidad de momentum por unidad de vohen dada en A-3) se
obtiene

gt( v) = %} %?, (A-23)
Reescribiendo A-9), (A-22) y (A-23), respectivamente, usando notacbn tensorial

% - @(@V%k) (A-24)
%: _ Vk%’ }%’ (A-25)
@@t vi)= %: + %%/i (A-26)
Sustituyendo (A-24) y (A-25) en (A-26) se llega a

Ovy= w10, @y, (a-27)
gt(v‘) - Vk% %ﬁ ) @(@;/xk) (A:29)

Los erminos entre paentesis cuadrados enA-29) corresponden a la derivada espacial del
producto v vk, es decir, que

@ ,wy= @iV _ | @V @v

+ R

@x = “@x

3La notacon tensorial de este trabajo es tomada del libroLandau & Lifshitz (1991 en la cual los ndices
latinos i y k toman valores de 1, 2, 3 que corresponden a las componentes del vector o msen la
direccon X, y, z, respectivamente. Si se tiene el producto punto entre dos veates, este producto puede
ser expresado con esta notacon com& B = A;B; + A,Bo+ AzBs =  A;B; = A;{B;. Donde el ndice
repetido, en elultimo £rmino a la derecha de la expreson anterior, representa la suma.

(A-30)
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Con lo anterior, al introducir (A-30) en (A-29) se tiene

@,y @r @ :
et @x @'V -

Ahora escribiendo el primer £rmino a la derecha deA-31) usando el tensor identidadl
cuyas componentes equivalen a la unidadiss k o son cero si 6 k, entonces

2 2r (A-32)

Remplazando A-32) en (A-31) y factorizando el operador@—% se obtiene

@@t(Vi): ik%p @_@X ViVk) (A-33)
@@t Vi) = @—C.i(p ik + ViVk) (A-34)

De niendo el factor entre paentesis como el tensor de deidsd de ujo de momentum
el cual, segun esta notacbn, representa la componentelel momentum que uye por unidad
de tiempo a trawes de un elemento de area in nitesimal perpndicular a la direccon xi
(Landau & Lifshitz, 1991), cuya ecuacbn se encuentra dada por

ik = P ikt ViV (A-35)

Es importante notar que @A-35) corresponde a una transferencia de momentum reversible
debida al transporte meanico de las partculas de uido @ un lugar a otro y a las fuerzas
asociadas con la presbn que actia en el uidol(@andau & Lifshitz, 1991). Para terminar, se
sustituye (A-35) en (A-34), con lo cual se puede escribir la ecuacbon de Euler en einos de

ik COMO

@y @i i
et')" ax .

Las ecuacionesA-10) y (A-22), cuya representacon tensorial esta dada porA-36), fueron
usadas inicialmente poKing (1934 para calcular laF,, sobre partculas esericas rgidas,

4Al igual que otros tensores como el de polarizacon, el de conductividad olede inercia el tensor i
permite relacionar un vector con otro de la siguiente manerad; = i Ax siendoA; un vector cualquiera.
Aralogamente, para relaciones entre tensores, iy €s un tensor de rango dos, se tienen las expresiones
Ai = kAx Y Ai = kA (Landau & Lifshitz, 1997).
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luego Yosioka & Kawaaima (1955 y Gor'kov (1962 tomaron las relacionesA-9) y (A-22),
complementando el trabajo hecho pdKing (1939, desarrollando lo que actualmente se co-
noce como teora chsica de leFyy, . Teora que fue modi cada posteriormente porDoinikov
(19973 y Settnes & Bruus(2012 al incluir efectos disipativos relacionados con la visadad
del Iquido en (A-22).

Entonces, para incluir efectos disipativos relacionadosrtla viscosidad del Iquido en A-22)

0 (A-36) a continuacbn se establece a partir deA-12) la ecuacon de movimiento para un
Iquido en el caso mas general. Ecuacon que es fundamealten la teora propuesta por
Doinikov (19973 y mas recientemente en los desarrollos teoricos realidas por Settnes &
Bruus (2012 para la utilizacon de la Fy, en la manipulacon de poblaciones de tamano
micronetrico.

Ecuacon de Navier-Stokes

Para determinar esta expresbn se parte de la ecuacon deavimiento (A-12), la cual, al
despreciar las fuerzas debidas a campos externos, toma lanfo

a =+ fls (A-37)

Recordando qud?, y s son densidades de fuerza relacionadas con los esfuerzosales
y de corte respectivamente, es decir, que estas densidadeasocian con fuerzas que actian
sobre la super cieS que encierra al volumen de uidov,. Por lo tanto, al agrupar estas dos
densidades, A-37) puede ser de nida en erminos de la densidad de fuerza supmal g,
como

N (A-38)

Donde f,, = f, + flis es la fuerza super cial por unidad de volumen. Para de nir la&x-
preson de f,,, €S necesario resaltar, seguin se menciono al escribir laamn de Euler en
forma tensorial, que las fuerzas super ciald3;,, asociadas corfig,, no tienen una direccon
privilegiada, es decir, que pueden estar orientadas hacizatguier direccon en el espacio lo
gue genera sobre el volumen de Iquid¥, diferentes tipos de esfuerzos. Entonces, para des-
cribir todos los esfuerzos asociadosRa,, es indispensable introducir el tensor de segundo
rango i conocido como tensor de esfuerzo o de tensionekcual contiene en sus nueve
componentes elementos que representan los esfuerzos ntasnaresiones, y los esfuerzos

SEn esta notacbn cada elemento j representa el esfuerzo generado en la direccok que actia sobre una
super cie con vector normal en direcconi.
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de corte relacionados con la viscosidad. Por lo tanto, si laefzadFs,, que acua sobre un
elemento in nitesimal dearea da esta dada por

Al sumar todas las fuerzasA-39) que actian en cada elementala se encuentra que ld&s,,
gue se ejerce sobre la super ci& es

Fsup = ik da (A-40)

S

Aplicando el teorema de la divergencia aAt40) se reescribe la integral de super cie como
una integral de volumen, lo que permite expresar B, en la forma

Vo

Dividiendo la fuerza super cial descrita por A-41) entre el volumen, se tiene qués,, esta
dada por

fap =17 ik (A-42)

Sustituyendo (A-21) y (A-42) en la ecuacon de movimiento A-38) se llega a

@~

—+(¥r)vy =71 - A-43
o (YT K (A-43)
Para especi car completamente esta ecuacon de movimientse debe determinar y, por
consiguiente, a continuacon, empleando la notacon tesorial de nida previamente, se esta-

blecera la forma deeste tensor.

Tensor de Esfuerzo

Con el objetivo de obtener la expresbn que describe g, primero se le suma al tensor
i , dado por la ecuacon @A-35), el termino 9, el cual corresponde al tensor de esfuerzo
viscos@ que representa la transferencia de momentum irreversible el uido asociada con

8En esta notacon cada elemento de { representa el esfuerzo asociado con la componeritele la fuerza de
friccon por unidad dearea que actia sobre un elemento de supercie orientado con su vector normal
paralelo a la direccon del espaciok (Bruss, 2008.
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la friccon interna del Iquido o viscosidad (Landau & Lifshitz, 1991). Entonces, al adicionar
este factor en A-35) el tensor  para un uido viscoso toma la forma

ik = P i O+ Vv (A-44)

Agrupando en @A-44) los erminos de preson y viscosidad al factorizar el sigo menos, se
llega a

k= (i Pik)* Vi (A-45)

ik = ik T ViVk (A-46)

Donde el factor entre paentesis en A-45) corresponde a i, es decir, que el tensor de
esfuerzo tiene la forma

K= & P (A-47)

Para especi car completamente aj es necesario enX-47) de nir el tensor { el cual est

relacionado con la viscosidad. Por lo tanto, si los procesos friccon interna en un uido
se presentan cuando las partculas de uido se mueven conloeidades diferentes lo que
genera entre ellas un movimiento relativo que implica una dendencia del tensor § con el
gradiente de velocidad l(andau & Lifshitz, 1997, es posible de nir { mediante el esfuerzo
de corte que, en el caso de un Iquido, es directamente propimnal a la derivada espacial
de la velocidad Feynmanet al. , 1969 sequn la relacon

o_ 4F _ Qv
4 A @x

Donde se conoce como viscosidad diramica la cual es una constambsitiva si la tempera-
tura y presbn no cambia signi cativamente en el uido (Landau & Lifshitz, 1990y Ces el
esfuerzo de corte o cizalla calculado mediante la comporede la fuerza en direccon que es
tangente a una super cie con vector normal paralelo a la dicebn k. Ahora, suponiendo un
caso nmas general donde la super ci&, que encierra el volumen de Iquidd/,, esh sometida
a la accon de varias fuerzas tangentes al mismo tiempo, se e, segin (A-48), el tensor

(A-48)

"El procedimiento aqu descrito es equivalente a incluir en laecuacon de Euler el termino de las fuerzas
viscosas con lo cual se obtiene la ecuaconA43).
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0 asociado con todos los esfuerzos de corte soBrenediante combinaciones lineales de las
derivadas@v=gx (Feynmanet al. , 1969, en la forma

o- @v, 0V

X @x @x
Combinaciones que se deben anular si el Iquido rota con geldad angular constante puesto
gue no debe existir esfuerzos de corte en un uido con rotasiuniforme (Landau & Lifshitz,
199) (Feynmanet al. , 1964. Por tal raon, si el uido rota de esta manera es necesario
gue la segunda derivada enA-49) satisfaga la igualdad@v=ex = @¥=@x, con la cual, esta
ecuacbn se hace cero cumpliendo con la condicon mencawta. Si adenas, de lo anterior se
considera que el uido es compresible, suposicon imporite al estudiar ondas sonoras que
se propagan en lquidos, el tensor de esfuerzo viscoso dado (A-49) contiene otro £rmino
adicional relacionado con fuerzas internas en el lquidoudante la compresbon (Feynman
et al. , 1969 y cuya forma vectorial esta dada por

(A-49)

bW (A-50)

Donde la constanteb puede ser expresada como

2
b= 2 (A-51)

Siendo el segundo coe ciente de viscosidad que permanece consaaml igual que , si la
temperatura y preson no varan considerablemente en eluido (Landau & Lifshitz, 1991).
Se debe notar que A-50) aparece solo si el lquido es compresible de lo contrarisegun
(A-10), este factor se hace cero. Ahora remplazandA-61) en (A-50) el ermino adicional
es expresado, usando notacon tensorial, en la forma

2 @v
s axt (A-52)
Sumando @A-52) a (A-49) se obtiene que
0 _ @i\/+ @y + g @v (A-53)

ik — . N . ik

X @x @x 3 @x'
Operando el ermino nal en la parte derecha de la ecuacomnterior y tomando la viscosidad
dirmmica como factor cormun se llega a

0o _ @.v+@w 2@v N Qv

ik = @x @x 30x* @x (A-54)
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Sustituyendo (A-54) en (A-47) se concluye que la forma del tensor de esfuerzo, el cual dbsc
el movimiento de un uido viscoso segin la ecuaconA-43), es

. @v, ey 20v @v.
ik — pik+ @K-}- @x 3@}( ik t @x ik

El siguiente paso es usar el tensor de nido porA(55) para especi car completamente la
ecuacbn de movimiento @A-43). Para ello, se determina la divergencia deA(55), la cual se
expresa en forma tensorial como

(A-55)

_ @k _ @ @v,K6K @v 2@wv @Y
k= == —=_- Pkt ——t — S=—"k T = i
@x ©@x @x @x 3@x @x

Aplicando la derivada espacial a cada uno de los elementos geasumiendo y constantes

r (A-56)

@k . @ @ av, av 2@v @ oy ]
@x - @x'*P* @x ex @x zex* * @x *@x (A-57)
@k . @ @v,6 @@v 2@ Qv @ ov .
@ ax'*"P* @3 exex 3ex *ex T ex *ex W

Tomando en la ecuacbn anterior los erminos de j, diferentes de cero, es decir, que= k
en los factores deA-58) que depende deeste tensor, se obtiene

@x  @x @% @x@x 3@x@x  @x@«x

Haciendo el ndice mudok = i en la derivada@x=gx, operando trminos y factorizando se
llega a

@«_ @p, @ _ @@y 2@@v , @@V (A-59)

@« _ @p, @v @@y 2@@v , @Qv (A-60)
@x @x @% @x@x 3@x@x @x@x

@k _ @p @vi 2 @ov _@@v )
@x = @x i<+ 13 @x@x = @x@x (A-61)
@« _ @p, @Gv,1 @@v, @@ )
@x  @x @%Jr 3 @x@x @x@x (A-62)
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@ = @p+ @ + + 1' _@@/ (A-63)
Q@x @x @ 3 @x@x
Escribiendo @A-63) en notacbon vectorial
. — 2 1
r-ux=r p+t r v+ + 3 r(r ) (A-64)

Remplazando A-64) en(A-43) se obtiene que la ecuacon de movimiento para un uido
viscoso y compresible, en forma vectorial, es

@v 2
—+(vr)v =r p+r
ar (Y1) p
Si el uido es incompresible se sustituye la ecuacon de domuidad (A-10) en (A-65), con lo
cual se obtiene que la ecuacon de movimiento para un lqdo viscoso e incompresible esa

dada por

v+ +% r(r « (A-65)

@v,
@t

Para terminar, se reescribe la ecuaconA-65) usando una constante adimensional de nida
a partir de la ramon entre las viscosidadesBruss 200§ como

(¥ r)y¥y =1 p+ r2y (A-66)

I

|

+
Wl

(A-67)

Cuyo valor medido experimentalmente para agua a 25 es  3;0(Laurell & Lenshof 2015.
Entonces operando la densidad en la parte izquierda d&-65) y factorizando en elultimo
termino a la derecha deesta ecuacbn se encuentra que

@v _ 2 1 ]
_@t+ (¥ r)v=r p+ r v+ —+ 3 r(r w) (A-68)
@'V_ 2

o Yt r Yyr p Wr)v (A-69)

Donde (A-69) es la ecuacon de Navier-Stokes escrita en la forma usada e€nCaptulo 1
para determinar laF,, sobre una partcula eserica.
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Teora de Perturbaciones

La teora de perturbaciones permite encontrar solucionesnalticas aproximadas de ecua-
ciones diferenciales parciales no lineales acopladas, c@hconjunto de ecuacionesA¢69) a
partir de considerar una pequefa perturbacon, respectt equilibrio, de los campos escalares
o0 vectoriales del sistema de ecuaciones a solucionar. E@ssuponga, como descrilidruss
(2008 , que un problema dado puede ser formulado en erminos dgberador diferencialD
actuando sobre un campo vectorial o escalér (¥;t), por lo tanto el conjunto de ecuaciones
diferenciales parciales, que describen el problema, sedrreescribir en la forma

DF (£1)=0 (B-1)

El objetivo al solucionar el conjunto de ecuacione8{1) es determinar la forma del campo
F (% t). Para ello se asume quB puede ser escrito como la serie:

D=Dy+ D1+ 2D,+:: (B-2)

DondeD , representa el operador diferencial en el problema mas séacsin perturbar y

es un termino adimensional conocido como paametro de parbacon, el cual describe que
tan lejos el problema a solucionar se desva del caso no pgldado ( = 0). Como se observa
en la ecuacon B-2) los factores perturbativos son proporcionales a ermirsode elevados
a potencias igual o mayores que uno.

Ahora escribiendoF (¥;t) en £rminos del paametro , se tiene que la solucon aproximada
del problema se puede escribir como:

F=Fo+ Fi+ 2F,+:: (B-3)
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Sabiendo el objetivo de este problema es encontrar la solucon apriaxada calculando los
camposF,, F1,F,, ... . Para ello se remplazan las ecuacioneB-g) y (B-3) en la ecuacbn

(B-1) con lo que se obtiene:

Do+ D1+ 2D+ Fo+ Fi+ 2Fp+:: =0 (B-4)

D0F0+ D0F1+ 2DOFZ
+ DiFo+ °DiFi+ °D;F,
+ 2D,yFo+ 3DyF1+ “DyF,+ ::=0 (B-5)

Agrupando los erminos que tienen el mismo paametro de p&rrbacon

D0F0+ (D0F1+ DlFo)
+ 2(DoFy+ D1F;+ DyFy)
+ 3(D1F,+ DoFy)+ “D,oFo+::=0 (B-6)

En la practica la mayora de veces solo es necesario calecuiasta erminos de segundo orden,
por lo tanto, al despreciar todos los erminos mayores o igles a tercer orden en la ecuacon
(B-6), se obtiene la relacon

DoF0+ (D0F1+ D1F0)+ 2(D0F2+ D1F1+ DZFO) =0 (B'7)

Para que la ecuacbn B-7) se satisfaga se beben cumplir las siguientes igualdades:

D,F, =0 (B-8)
DoF1+ D1Fo=0 (B-9)
DoF2+ D1F1+ DyFs=0 (B-10)

La expresbn (B-8) representa una ecuacon diferencial homogenea de ordeero ( °) cuya
solucon no perturbada F, se encuentra analticamente. Por otro lado la ecuacong-9)
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representa una ecuacon diferencial no homogenea obtelai del primer orden de perturbacon

( Y cuyo campo soluconF; puede ser calculado cofr, que es la solucbn en la ecuacon
(B-8) de orden cero. Porultimo la expreson B-10) es tamben una ecuacon diferencial no
homogenea de nida a partir del segundo orden de perturbaci ( 2) el campo soluconF,
de esta relacon se calcula a partir d&, y F; que son las soluciones de las ecuacionBs3]

y (B-9), respectivamente. Entonces, al solucionar el conjunto decuaciones B-8), (B-9)
y (B-10) se encuentran los campob,F; yF, los cuales permiten establecer la solucbon
aproximada del problema, la cual a segundo orden esta dada feecuacon:

F(£t)= Fo+ F1+ °F, (B-11)

Resumiendo el procedimiento anterior, se tiene que el obyet del netodo de perturbaciones
es calcular el campo aproximadg (;t) ; ecuacon (B-3), de orden deseado encontrando los
erminos de mayor orden con erminos de menor orden.
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Analisis Dimensional y Orden de Magnitud

El aralisis dimensional de una cantidad fsica consisterehacer explicitas sus dimensiones
(longitud [L], masa M ]y tiempo [T] en el caso me@nico) lo que permite comprobar mediante
un aralisis sencillo si la relacon entre diferentes camdades fsicas tiene la forma correcta
0 no. Adenmas, hacer este tipo de aralisis sobre constantescantidades obtenidas al hallar
una nueva ecuacon permite dar signi cado fsico a cantiddes cuya interpretacon fsica no
es clara. Por otra parte, si se quiere determinar cuando unantidad fsica es despreciable
lo que ayuda a aproximar y simpli car una relacon, o si lo qe se desea es comparar una
cantidad fsica con otras para saber si distintos feromers ocurren en la misma escala, es
necesario de nir el orden de magnitud, lo cual consiste enmrsar el valor de la cantidad
fsica en notacon cient ca, es decir, en potencias de hse 10.

Por lo tanto, el objetivo de este anexo es realizar aralisgimensional y calcular el orden
de magnitud de algunas de las cantidades que se presentan @andiferentes captulos del
trabajo con el n de comprender su signi cado fsico y detemninar, en el caso del orden de
magnitud, cuando una cantidad puede ser despreciada al haoea aproximacon.

Variacon de la Preson con la Densidad a Entropa Constante

@p _ N=mz _ Nm3® _Nm
@ . k&Eme kgm? kg D

MILP? 2 2
@p _ wE _ MIL” _ L] (C-2)
@ , MMl [MmITP (TP
2
@p _ [L] (C-3)

@ . [T]
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En la expansbn isoentopica el termino relacionado conal derivada de preson en funcon
de la densidad tiene unidades de velocidad al cuadrado coneoevidencia enC-3. Lo que
permite relacionar este factor con la velocidad del sonidg,) en el medio, concluyendo que

@p :
@ -G (C-4)

Factor de Amortiguamiento Aaistico

1+ )

=1 C-5
2¢2 (C-5)
Recordando que es un factor adimensional entonces las dimensiones dson
1 kg
= —r'rs12 mkz (C'G)
2 m?
_ mirr _ ML
[ ] VR 1 (C_7)

2 MILITT

Se concluye segun el resultado anterior ecuaconCf7) que es un factor adimensional.
Ahora para calcular el orden de magnitud de se de nen para el caso del agua el valor de
las constantesc,, o, ,Y . Entonces, sila velocidad del sonido, la densidad y visatesil
del agua son, respectivamente, = 1;5 103%, 0= 1000% y =1;002 10 3Pa sy por
otro lado, si la constante adimensional para el agua a 25C toma el valor = 3;0 (Bruss
2008. Por lo tanto, al asumir frecuenciad  1,5MHz, se tiene que

l =2f =2 1,5 1CPHz (C-8)

1 =3 10‘% (C-9)

Remplazando C-9) y el valor de las constantes enG-5) se llega a

+ : 3
el +3)1,002 10 °Pa s

=3 . m 2 kg
$2 1,5 107 ? 1000

(C-10)
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84 10° (C-11)
De (C-11) se concluye que el factor de amortiguamiento aaistico es pequero ( 1)y

tiene un orden de magnitud de 1 para el caso del agua.

Densidad de Energa Aaistica Potencial y Ciretica

De las ecuacionesl{133, (1-133 y (1-130 se tiene que el factohEpi esta dado por

1 2
1

pr|=20 0

S

(C-12)

el cual, se puede escribir en erminos del nodulo de elasiilad volunetrico del Iquido
si se recuerda ques = ,C2 0 se puede relacionar con la compresibilidad del Iquido si

¢ = =4, entonces, C-12) puede ser escrita como

1
hEpi= —— p?
pl 2 P

. f
|’Ep| = 7 p%

(C-13)

(C-14)

Pero independientemente de la de nicon usaddEpi tiene las mismas dimensiones, las

cuales, al hacer aralisis dimensional sobr&€{12) resultan ser

[Ep] = kg 2 = N = N m5

[Er]=

I L (N
[Ep] = m3 = st = [T]2 [L]3

M]

Eel= g

(C-15)

(C-16)

(C-17)

(C-18)
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Las dimensiones deEpi corresponden a una cantidad que se puede interpretar com@ega
por unidad de volumen segun se evidencia el€{16) y (C-18), es decir, queEpi representa
el promedio de densidad de energa potencial aastica asada al medio y que depende de
las propiedades ehsticas del mismo dadas por o ;. Ahora, se toma de {-133, (1-133 y
(1-130 el ermino hEyi el cual tiene la forma

hE i = E V2 (C-19)

Haciendo el aralisis dimensional déEi se obtiene

kgm? N m

Ed= 5@~ 7 (C-20)
Ed= > (c-21)

Cancelando los metros enG-20) [Ex] se puede escribir en £rminos de las cantidades funda-
mentales como

k
[Ed= 5 gm (C-22)

Especi cando las dimensiones erCt22) se llega a

M]

C-23
[T [L] (¢23)

[Ex] =
Se observa al compararG-21) y (C-23) con (C-16) y (C-18) que hEi tamben corresponde a
una cantidad que representa una densidad de energa por dad de volumen. Sin embargo,
HE(i a diferencia deE i esta relacionada con energa ciretica transmitida al ligido cuando
se propaga la onda sonora, por lo tantdEyi se interpreta como el promedio de densidad de
energa ciretica aaistica.

Potencial Aaistico Maximo  Ug

Tomando la de nicon dada por (1-166, en la cual el potencial aastico maximo esta dado
por

Uo

VE
g (C-24)
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DondeV representa el volumen de la partculap, la amplitud maxima de presony ; el
nodulo de elasticidad volurnretrico del Iquido. Por lo tanto, especi cando las unidades de
eshs cantidades en C-24), para identi car las dimensiones ddJ,, se obtiene

m3; N, 2 ;. N
[Ug] = me =m% (C-25)
[UJ=N m= (C-26)

2
kg m m_kgm

[UO] = SZ Sz

(C-27)

M] LT

TP (C-28)

[Uo] =

En (C-26) y (C-28) se observa que las dimensiones Wg corresponden a una cantidad fsica
gue representa energa. Por otra parte, si se escriblg usandoE 5, ecuacon (1-167, entonces
la forma deE,. sequn (1-168 es

E.= P (C-29)
ac — 4_
f

Haciendo explicitas las unidades erC(29)

|z
N

N

— 2 —

[Eac] = mml = (C-30)
N m J

[Eac] = m3 . m3 (C-31)

Tomando (C-30) y escribiendo E4c] en erminos de la unidades fundamentales, para de nir
sus dimensiones

kg m k
_ ¢ _Kgm
[Eacl= 4o = 1o @ (C-32)

1
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_ ko
[Eac] = 2m (C-33)
Con lo anterior se tiene que las dimensiones &g, son
[M]
Eal = C-34
Eeel = T I (€39

Comparando C-34) con (C-18 y (C-23) se concluye, junto a la ecuacon €-31), que E,c
tiene dimensiones de densidad de energa.



Apéndice D

El contador Coulter

Figura D-1.: Contador de partculas y analizador de tamanos Coulte£2 (Coulter Beckman
2002.
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Un contador Coulter es un dispositivo, como el ilustrado en Ikigura D-1, que permite
contar y medir el tamano de partculas o elulas suspendas en una solucon electroltica.
Este aparato, fue desarrollado en los anos 40 por el invenastadounidense Wallace H.
Coulter, quien determiro que era posible, al usar un campdaetrico, establecer el tamafo
y rumero de partculas presentes en un Iquido conductor

Principio de Funcionamiento

El metodo usado por este aparato para contar y medir el tanm; est basado en la deteccon
y medicon de los cambios en la resistencia ekctrica prodida por una partcula o elula,
suspendida en un Iquido conductor diluyente), que pasa aawes de una pequena abertura
cilndrica. Al suspender partculas o elulas en un liqudo conductor, estas pueden ser consi-
deras como pequenas piezas discretas de material aislagtes al pasar individualmente por
un ori cio, en el que circula una corriente ekctrica, prodcen un cambio en la impedancia del
circuito ekctrico entre los dos electrodos sumergidos Yicados a cada lado de la apertura.
En la Figura D-2 se ilustra el paso de una partcula a trawes de una aperturagque genera
un pulso ekctrico, causado por el desplazamiento de la sobn electroltica en su interior
(Coulter Beckman 2002.

Figura D-2 .: Principio kasico de un contador Coulter Coulter Beckman 2002.

Mientras el rumero de pulsos ekctricos indica el conteoedas partculas, la amplitud de estos
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pulsos est relacionada con su volumen. La resistencia @fea entre los dos electrodos es
debida a la resistencia del lquido conductor dentro de Idmites de la abertura. La presencia

dentro de estos Imites de una partcula o elula, aumerd la resistencia en el circuito, por
una cantidad que depende del volumen de las partcula€gulter Beckman 2002.

Calibracon

Para realizar las medidas de tamano descritas en este trahse uso el contador Coulter Beck-
man Z2 con una apertura de 5 la cual fue calibrada usando perlas de htex der® , CC
Size Standard L3, nominal 3n latex particles, suspendidas enrbl de ISOTON Il segun

el procedimiento descrito en la seccon 3 del manu&oulter Beckman (2002, obteniendo
un dametro de calibracon constante (Kd) igual a 27.01. Despwes de hacer la calibracon
del dispositivo se midb el dametro de partculas de 3m encontrando los resultados que se
presentan en la FiguraD-3.

Figura D-3.: Medicon del dametro de partculas de 3m despes del proceso de calibracon.
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Errores de Medida

Al realizar mediciones de una cierta cantidad como la longili densidad o elasticidad de los
pa@sitos lo que se busca es establecer un valor nunerice dstas magnitudes, pero debido
al error experimental no es posible de nir un valor exacto deecho lo que se tiene es un
intervalo con ciertos Imites en el que se encuentra el valeerdadero de la medida, la cual
es mas precisa si los Imites de este intervalo se encueatrmas cerca entre si Guterrez
Aranzeta, 2007. Por lo tanto, el objetivo en este apendice es estimar el rr asociado con
las medidas obtenidas usando el Colulter y los microscopiasertido (Zeiss) y de re exon
(Olympus), as como tamben los errores asociados con lasedidas indirectas del volumen
de promastigotes 8-35, la densidad de los pamsitos y su elasticidad3¢33, para esto se
seguia el netodo descrito porGuterrez Aranzeta (2007).

Error medidas del Coulter

Al calibrar el Coulter para la apertura de 50m usando partculas de 3m , Agendice D, se
enconto, al tomar los diferentes registros que este apacatoma medidas de dametros con
tres decimas de exactitud por lo que el error, al tomar el mem valor y dividirlo entre 2, es
D =0;005m , es decir, que todas las medidas de dametro hechas con emparato deben
ser reportadas con un intervalo de error de 0,005m . Por otro lado, las medidas dearea y
volumen al ser calculadas con el dametro tienen una incé&lumbre asociada con mediciones
indirectas de una sola variableGuterrez Aranzeta, 2007, por lo tanto, para determinar la
incertidumbre se deriva la funcon asociada alarea y volmen de la partcula en erminos
del dametro, que para el caso del Coulter se relacionan cana partcula de forma eskrica,
entonces, al de nir estas funciones se tiene que

= Incertidumbrearea
Recordando que elarea de una esfera, se encuentra dada por

A= D? (E-1)
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Donde D es el dametro, ahora derivando E-1), se obtiene que la incertidumbre para
elarea medida por el Coulter es
A=2DD (E-2)

= |[ncertidumbre volumen
Por otro lado, si el volumen de una esfera en £rminos delathetro se de ne como

D 3
V= — E-3
5 (E-3)
Derivando (E-3) se obtiene que el error asociado con el volumen medido po€ellter
esta dada por
2
V = DT D (E-4)

Usando las relacionesH-2) y (E-4) se especi caron las incertidumbres de las medidas mos-
tradas en las Tablas3-9 y 3-10.

Error medidas de microscopia

Figura E-1.: Calibracon de microscopios con regla Zeiss a) Microsmo invertido objetivo
10X y b) Microscopio de re exbn objetivo 20X .

En el caso de las imagenes registras usando los microscopiese exon (Olympus BX51M)
o invertido (Zeiss) el error asociado a las medidas de tanmaregistradas con los progra-
mas Stream Basic 1.9 (Olympus Corporation) y AxioVisbn Rel4.8.2 (Zeiss) se determiro



Apendice E. 184

despies de la calibracon hecha a los dos microscopios nda la regla marca Zeiss para los
diferentes objetivos, FiguraE-1, entonces, considerando, como se observa de la Fig+a9

a la 3-24, que al medir el tamano de los paasitos el resultado se pemta con dos cecimas,
lo que signi ca que la incertidumbre esta asociada a la ultha cifra decimal, por lo que,
todas las medidas hechas con estos microscopios se debearta@pcon una incertidumbre
de 0,05m.

Error de la medicon indirecta del volumen de promastigotes

Para calcular la incertidumbre asociada con la ecuacor8{35 a partir de la cual se estinp
el volumen de los promastigotes al considerar estos con farmindrica, Figura E-2, se debe
tener presente que la obtencon de esta cantidad se hizo derha indirecta a partir de las
medidas del dametroD tomadas por el Coulter y del largd del paasito determinado con
el microscopio invertido Zeiss, por tal raon, para de nida incertidumbre en la medida del
volumen de los promastigotes V,.) se considera la expresbn3-35 como una funcon de
dos variables Guterrez Aranzeta, 2007, con lo cual, se obtiene al derivar3-395 que la
incertidumbre para el volumen de los promastigotes es

(E-5)

Aplicando las derivas parciales a la funcbon
de volumen se llega a

D D 2
- + -
Voa 1 D | (E-6)

Figura E-2.: Volumen de promastigote.

Error de la medicon indirecta de la densidad y elasticidad

Por ultimo se especi ca la incertidumbre asociada con la ndécon de la densidad y la
elasticidad de los paasitos, para lo cual, es necesarimér presente que estas dos cantidades
son de nidas usando relaciones lineales, que en el caso deldasidad se establece con la
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posicon de la capa de elulas formadas, segin se desailen el capitulo al determinar
la densidad de los pamsitos con gradientes de Percoll, entes de forma general se puede
expresar la relacon entre la densidad y la posicon como

(yy=my+Db (E-7)

Donde m es la pendiente de la rectah el punto de corte con el eje de las ordenadasyy
la posicon de la capa de @lulas formada. Entonces, al dear (E-7) se encuentra que la
incertidumbre asociada a la densidad es

=my (E-8)

Por otro lado, al considerar la relacon lineal 8-33 entre los coe cientes adimensionalesy

que se de nen con la velocidad del sonido en la eluta y la densidad celular . segun la
expresiones 1-139, es posible al sustituir estos factores ef3{33 escribir una relacon lineal
entre la velocidad del sonido en la @lula y su densidad, laa tiene la forma

.= —— ¢*+Dbg (E-9)

Siendom la pendiente,bel punto de corte con el eje verticak: y ¢ la velocidad del sonido y
la densidad del lquido, respectivamente, ahora derivad(E-9) y asumiendo todo constante
excepto . se tiene que el error de la velocidad del sonido en la @luls e

c.= M« (E-10)

f
Determinando esta incertidumbre es posible con las ecuaws 3-30 y (3-30 establecer el
el error asociado con la medida de la compresibilidad al dexi la expreson de la compresi-
bilidad respecto a la velocidad. y a la densidad . encontrando

@ 1 @ 1
K= —— Cct — E-11
@ 2. ““e, @. ° (E-11)
Aplicando las derivadas en la ecuaconE-11) se tiene nalmente que
2 1
K = Cc (E-12)

$&
(9]
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