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DESCRIPCION
Métodos para medir analito y/o proteina en muestras biolégicas
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional estadounidense n.° 62/615.242 presentada
el 9 de enero de 2018.

Campo

La divulgacién se refiere en general a métodos para medir un analito y/o proteina total en muestras biolégicas. Méas
particularmente, la divulgacién se refiere a métodos para medir un analito y/o proteina total usando uno o més
reactivos colorimétricos, solos o en combinacién con reactivos de precipitacién de proteinas.

Antecedentes

Para detectar una variedad de estados de salud, a menudo es necesario analizar muestras biolégicas para
cantidades de uno o mas analitos, tal como glébulos rojos o blancos, iones de calcio, iones de potasio, iones de
cloruro, iones de sodio, glucosa, lactato, creatinina, creatina, urea, 4cido Urico, etanol, albumina, fosfatasa alcalina,
colesterol, piruvato, B-hidroxibutirato, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, cetilcolinesterasa, etc.
Ademas de medir un(os) analito(s) particular(es), también puede ser Util medir una cantidad de proteina total
presente en una muestra. Por ejemplo, medir la proteina total puede ser (til en la diagnosis de enfermedad renal o
lesién renal aguda. El anélisis de concentraciones de un(os) analito(s) particular(es) y la proteina total en una
muestra bioldgica requieren habitualmente enviar la muestra a un laboratorio para su analisis. Esto da como
resultado manipulacion aumentada de muestra, tiempos de obtencién de resultados de laboratorio prolongados,
requisitos de envio especiales, y tiempos de almacenamiento aumentados, que a su vez pueden conducir a
contaminaciones bacterianas y/o sobrecrecimiento bacteriano en la muestra, cambios en los niveles de proteinas
clave, la degradacién de moldes y células, la disolucién o formacién de cristales, cambios en el pH de la muestra,
olor aumentado de la muestra, y otros efectos perjudiciales en la muestra. Kehoe y Penn J Chem Educ (2013) 90,
1191-1195 divulga un método colorimétrico de determinacién de la concentracién de un analito con una camara
correlacionando la intensidad/absorbancia con la concentracion.

Sumario

Por consiguiente, los inventores han identificado una necesidad de un ensayo de diagnéstico inmediato que pueda
medir las concentraciones de analito, contenido de proteina total, o combinaciones de los mismos en muestras
biol6gicas y otras muestras que sea eficaz, preciso y rentable.

La invencion se define por los siguientes aspectos:

1. Un método de medicién de una concentracién de un analito o proteina total en una muestra, comprendiendo el
método:

poner en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico para obtener una muestra procesada;
enfocar una cdmara que comprende una abertura en la muestra procesada,;

abrir la abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la
muestra;

medir el periodo de tiempo; y
correlacionar el periodo de tiempo con la concentracién del analito o la proteina total en la muestra.
2. El método segun el aspecto 1:

en el que se pone en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico y un reactivo de precipitacion de proteina
para obtener una muestra procesada que comprende un precipitado de proteina;

y que comprende las etapas adicionales de determinar la concentraciéon de proteina total al generar una imagen de
la muestra procesada por una camara;

medir un nimero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina en la imagen; y

correlacionar el nimero de pixeles con una curva estandar para obtener la concentracién de proteina total en la
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muestra.

3. El método segln el aspecto 1, en el que el analito se selecciona de ion de calcio, ion de potasio, ion de cloruro,
ion de sodio, glucosa, lactato, creatinina, creatina, urea, acido Urico, etanol, albimina, fosfatasa alcalina, colesterol,
piruvato, B-hidroxibutirato, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, y cetilcolinesterasa.

4. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 3,

en el que el reactivo colorimétrico es 2,4 6-trinitrofenol y una base; o

el reactivo colorimétrico es 3,5-dinitrobenzoato de metilo, acido 3,5-dinitrobenzoico, o cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo,
y una base o un tampén bésico; o

el reactivo colorimétrico comprende cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo; o

el reactivo colorimétrico es un sistema de reactivos que comprende iones clpricos, un hidroperéxido, y un tinte
oxidable,

opcionalmente en el que el reactivo colorimétrico es uno 0 méas de glucosa oxidasa, hexocinasa, tartrato de cobre
alcalino, ferricianuro alcalino, y peroxidasa de rédbano picante, o en el que el reactivo colorimétrico es verde de
bromocresol, o en el que el reactivo colorimétrico es un sistema de reactivos que comprende fosfato de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo (BCIP) y nitroazul de tetrazolio (NBT), o en el que el reactivo colorimétrico comprende violeta de
pirocatecol, cloruro de bencetonio, y rojo de pirogalol.

5. El método segun cualquiera de los aspectos 1 — 4, en el que la muestra es una muestra de orina.

6. El método seguin cualquiera de los aspectos 3 — 5, que comprende ademas generar una imagen de la muestra
procesada usando la cantidad predeterminada de luz recolectada de la muestra procesada.

7. El método seglin el aspecto 6, en el que se obtiene la imagen de la muestra procesada a partir de un portaobjetos
que comprende la muestra procesada,

opcionalmente en el que la imagen es una imagen en blanco y negro.

8. El método segun cualquiera de los aspectos 6 — 7, que comprende ademas mostrar la imagen de la muestra
procesada en una interfaz de usuario.

9. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 8,

en el que la cantidad de luz predeterminada puede obtenerse al llevar a cabo independientemente uno, dos, o tres
experimentos empiricos usando una muestra patrén que tiene una concentracién conocida del analito o la proteina
total.

10. El método segln cualquiera de los aspectos 1 -9,

en el que la cantidad de luz predeterminada es constante, o en el que la cantidad de luz predeterminada se
selecciona por un usuario de la camara, opcionalmente en el que la cdmara comprende un filtro,

ademés opcionalmente en el que el filtro esta configurado para hacer pasar longitudes de onda que corresponden a
un intervalo de longitud de onda del color que resulta de la reaccién entre el reactivo colorimétrico y la muestra.

11. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 10,

en el que la cdmara comprende una funcién de exposicién automatica, y en el que la medicién del periodo de tiempo
en el que la abertura esta abierta comprende determinar el periodo de tiempo usando la funcién de exposicién
automética.

12. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 11,

en el que la cdmara comprende un sensor, y en el que la apertura de la abertura durante un periodo de tiempo
suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra comprende:

abrir la abertura;

detectar por el sensor una cantidad de luz recolectada por la camara,;
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determinar si la cantidad de luz recolectada por la cdmara es sustancialmente equivalente a la cantidad de luz
predeterminada; y

cerrar la abertura después de determinar que la cantidad de luz predeterminada se ha recolectado por la camara.
13. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 11,

en el que la cdmara comprende un sensor, y en el que la apertura de la abertura durante un periodo de tiempo
suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra comprende:

abrir la abertura durante un periodo de tiempo para recolectar una cantidad de luz de la muestra procesada;
cerrar la abertura;
medir la cantidad de luz recolectada de la muestra procesada por el sensor,

determinar si la cantidad de luz recolectada de la muestra procesada es sustancialmente equivalente a la cantidad
de luz predeterminada;

abrir la abertura durante un segundo periodo de tiempo si la cantidad de luz recibida de la muestra no es
sustancialmente equivalente a la cantidad de luz predeterminada, en el que el segundo periodo de tiempo es
diferente al primer periodo de tiempo; y

correlacionar el segundo periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta con la cantidad de luz predeterminada
para obtener la concentracidn del analito o proteina total en la muestra.

14. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 13,
en el que el analito es creatinina, y

que comprende ademas, opcionalmente, determinar la razén de proteina:creatinina de la muestra basada en al
menos la concentracion de creatinina en la muestra y la concentracién de proteina total en la muestra.

15. El método segln cualquiera de los aspectos 1 — 14,

que comprende ademés hacer una determinacién de salud basada en al menos la concentracién del analito,
proteina total, o una combinacién de los mismos en la muestra.

Breve descripcién de los dibujos
La figura 1 es un diagrama de flujo de un método segln una realizacién de la divulgacion.

La figura 2 es un esquema parcial de una cadmara que abre una abertura para recolectar luz de una muestra, segtn
una realizacién de la divulgacién.

La figura 3A es una fotografia de seis alicuotas de muestra preparadas segin el método de la divulgacién. La
técnica colorimétrica usada en la preparacién de la muestra se sefiala por encima de la alicuota de muestra. En la
figura, Pro=Proteina Total y Cre=Creatinina.

La figura 3B es una serie de imagenes experimentales generadas por una camara segin un método de la
divulgacion. La velocidad del obturador que corresponde a cada imagen se muestra por encima de la imagen.

La figura 4A muestra fotografias de una serie de muestras preparadas segln un método de la divulgacién.

La figura 4B es una curva de correlacién que muestra la relacién entre la cantidad de creatinina en una muestra
experimental y la velocidad del obturador medida seglin un método de la divulgacién.

La figura 5 es un diagrama de flujo de un método segln una realizacién que no es segln la invencién.

La figura 6A es una serie de imagenes experimentales generadas por una camara segin un método de la
divulgacién y muestran una cantidad de proteina precipitada en las muestras preparadas.

La figura 6B es una curva de correlacién que muestra la relacién entre la cantidad de proteina en una muestra
experimental y el precipitado de proteina medido segin un método de la divulgacién.

La figura 7 es un diagrama que muestra una camara y una muestra preparada segln una realizaciéon de la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984720 T3

divulgacion.

La figura 8A es una curva de correlacibn que muestra la relacién entre la cantidad de glucosa en una muestra
experimental y un periodo de tiempo requerido para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra.

La figura 8B es una curva de correlacién que muestra la relacién entre la cantidad de albimina en una muestra
experimental y un periodo de tiempo requerido para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra.

La figura 8C es una curva de correlacién que muestra la relacién entre la cantidad de fosfatasa alcalina en una
muestra experimental y un periodo de tiempo requerido para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la
muestra.

La figura 9 proporciona imagenes de las muestras que tienen diferentes concentraciones de creatinina que se
procesaron segln los métodos de la divulgacion.

La figura 10 es una grafica que muestra una relacién entre la cantidad de proteina en una muestra experimental y la
velocidad del obturador medida segun un método de la divulgacién.

La figura 11A es un diagrama de determinacién de la cantidad de proteina en la muestra usando ecuacidn
cuadratica multivariante segln una realizacidén de la divulgacién. La figura 11B es una gréfica de la relacién entre la
cantidad de proteina en la muestra y una caracteristica de imagen de desviacién estandar de ventana deslizante en
multiples dispositivos. La figura 11C es una gréfica de la relacién entre la cantidad de proteina en una muestra y una
caracteristica de imagen de area de contorno promedio en multiples dispositivos. La figura 11D es una grafica de
linealidad de una regresién cuadratica multivariante segin una realizacion de la divulgacién usando dos
caracteristicas de imagen en un solo dispositivo.

La figura 12A es un diagrama de determinacién de la cantidad de proteina en la muestra usando una red neural
artificial segln una realizacién de la divulgacion. La figura 12B es un diagrama de la estructura de la red neural
artificial. x4 es una caracteristica de imagen 1, xo es una caracteristica de imagen 2, y x» es una caracteristica de
imagen n. La figura 12C es una gréafica de la relacién entre la cantidad de proteina en una muestra y una
caracteristica de imagen de desviacién estandar de ventana deslizante de histograma en multiples dispositivos. La
figura 12D es una grafica de linealidad de un entrenamiento de la red neural seglin una realizacidén de la divulgacién
usando una caracteristica de imagen en multiples dispositivos.

Descripcién

En general, los materiales, métodos y aparatos divulgados proporcionan mejoras para medir concentraciones de
analitos y/o proteina total en una muestra biol6gica. Especificamente, en ciertas realizaciones de la divulgacion, un
analito y/o proteina total en una muestra biolégica se miden usando una Unica muestra, una Unica imagen y/o un
Unico ensayo que eliminan mdultiples métodos de prueba, manipulacidén, envio y almacenamiento de la muestra
extensivos. Las mediciones pueden llevarse a cabo oportunamente en la clinica, lo cual puede dar como resultado
menores cambios a la muestra en comparacién con los métodos tradicionales. Por ejemplo, en comparacién con las
muestras analizadas segun los métodos tradicionales, las muestras analizadas segun los métodos de la divulgacién
pueden tener menos contaminaciones bacterianas y/o sobrecrecimiento bacteriano, minimos y sin cambios en los
niveles de proteinas clave, menos degradacion de moldes y células, menos disolucién o formacién de cristales, y
minimos o sin cambios en el pH, aspecto y/u olor.

El término “muestra bioldgica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en general a una muestra de
tejido o liquido de un humano o animal que incluye, pero no se limita a, sangre completa, plasma, suero, liquido
cefalorraquideo tal como liquido cerebral-cefalorraquideo; liquido linfatico, liquido abdominal (ascitos), las secciones
externas de la piel, aparatos respiratorios, intestinales y genitourinarios, lagrimas, saliva, orina, células sanguineas,
tumores, érganos, tejido, y muestra de constituyentes de cultivos de células in vitro.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina total’ se refiere a todas las proteinas en una
muestra, incluyendo fragmentos de proteinas de cualquier tamafio.

En varios aspectos de los métodos de la divulgacién, el volumen de la muestra es de entre aproximadamente 10 ply
aproximadamente 500 pl; por ejemplo, de aproximadamente 10 pl a aproximadamente 300 pl, o aproximadamente
10 pl a aproximadamente 200 pl, o aproximadamente 10 pl a aproximadamente 100 ul, o aproximadamente 50 pl a
aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 50 pl a aproximadamente 200 pl, o aproximadamente 100 pl a
aproximadamente 500 pl, o aproximadamente 100 pl a aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 100 pl a
aproximadamente 200 pl. En algunos aspectos, el método de la divulgacidén requiere menos volumen de muestra
que los métodos tradicionales para medir los analitos, proteina total y combinaciones de los mismos.

Los métodos de la divulgacion incluyen crear una muestra procesada poniendo en contacto una muestra biolégica
con un reactivo colorimétrico para determinar un analito y/o un reactivo colorimétrico o de precipitaciéon de proteina
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para determinar la proteina total. Dependiendo de la concentracién del analito y/o la proteina total en la muestra, la
reaccidén entre el/los reactivo(s) colorimétrico(s) y el analito y/o la proteina total puede provocar que la disolucidén
cambie de color a un grado variable. Puede usarse una camara para tomar una imagen de la muestra procesada al
recolectar una cantidad de luz de la muestra a través de una abertura de la cdmara, en la que la cantidad de luz que
se recolecta es indicativa del color de la muestra.

En ciertas realizaciones, la camara recolecta (0 un sensor asociado con la camara recolecta) una cantidad de luz
predeterminada independientemente del color de la muestra. La cantidad de luz predeterminada que se recolecta
puede determinarse experimentalmente, por ejemplo mediante uno, dos, tres, 0 mas experimentos empiricos para
obtener un valor o valores para una cantidad de luz predeterminada que se correlaciona con una concentracién o
concentraciones del analito o la proteina total en la muestra. La cantidad de luz predeterminada no debe ser mas
que la cantidad de luz méxima o menor que la cantidad de luz minima que la camara pueda aceptar.

La cantidad de luz recolectada por la cdmara puede ser dependiente del tiempo de exposicién, tamafio de abertura 'y
otras caracteristicas de la cdmara. Por ejemplo, la cantidad de luz predeterminada de una muestra que contiene
albumina en una concentracién de 1 mg/ml obtenida usando una camara PL-D725MU-T USB 3.0 (PixelLINK) con un
sensor de luz CMOS y un lente objetivo con un aumento de 10x y una abertura numérica de 0.28 puede recolectarse
con un tiempo de exposicién de aproximadamente 170 ms a aproximadamente 180 ms. Este tiempo representa una
cantidad de tiempo en la que la abertura de la cdmara est4 abierta a fin de recolectar la luz en un sensor de otro
dispositivo de recolectada de luz. Por lo tanto, una cantidad de luz predeterminada puede definirse por el tiempo de
exposicidén o la velocidad del obturador de la camara en lugar de un valor que representa directamente la cantidad
de luz (por ejemplo, fotones).

En otro ejemplo, la cantidad de luz predeterminada de una muestra que contiene glucosa en una concentracién de 1
mM obtenida usando una camara PL-D725MU-T USB 3.0 (PixelLINK) con un sensor de luz CMOS y un lente
objetivo con un aumento de 10x y una abertura numérica de 0.28 puede recolectarse con un tiempo de exposicién
de aproximadamente 130 ms y 140 ms. En otro ejemplo, la cantidad de luz predeterminada para una muestra que
contiene fosfatasa alcalina en una concentracién de 1 pg/ml obtenida usando una camara PL-D725MU-T USB 3.0
descrita anteriormente puede recolectarse con un tiempo de exposicién en el intervalo de aproximadamente 135 ms
y aproximadamente 145 ms.

Al recolectar una cantidad de luz predeterminada (es decir, discreta) de cada muestra, la cAmara puede producir una
imagen o pluralidad de imagenes que tienen sustancialmente la misma exposicién o brillo, independientemente del
color de la muestra. Por consiguiente, los ajustes de la camara (por ejemplo, la velocidad del obturador y/o el
tamafio de la abertura) puede variarse de imagen a imagen a fin de lograr el nivel predeterminado de exposicién en
cada imagen de las muestras procesadas. Estos ajustes de la camara pueden medirse para indicar una propiedad
Optica de la muestra procesada (por ejemplo, la intensidad colorimétrica de la muestra procesada). Por ejemplo, si el
tamafio de la abertura se mantiene constante, la velocidad del obturador requerida para alcanzar el nivel de
exposicién deseado puede variar dependiendo de la intensidad colorimétrica de la muestra procesada. La velocidad
del obturador puede medirse y correlacionarse entonces con la concentraciéon de un analito y/o proteina total en la
muestra. A la inversa, (no segln la invencién), si la velocidad del obturador se mantiene constante, el tamafio de
abertura requerida para alcanzar el nivel de exposicién predeterminado puede medirse y correlacionarse con la
concentracién de un analito y/o la proteina total en la muestra. Al generar una imagen que tiene un nivel de
exposicion predeterminado, la cdmara puede estar configurada para producir imagenes clinicamente utiles de la
muestra independientemente de la intensidad colorimétrica de la muestra procesada. En ciertas realizaciones, el
método puede usarse para medir la concentracién del analito y/o la concentracién de la proteina total, en el que la
concentracién del analito se determina con un primer reactivo colorimétrico y la concentracién de la proteina total
puede determinarse con un segundo reactivo colorimétrico.

Por consiguiente, un método de la divulgacién incluye poner en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico
para obtener una muestra procesada; enfocar una camara que comprende una abertura en la muestra procesada;
abrir la abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la
muestra; medir el periodo de tiempo; y correlacionar el periodo de tiempo con la concentracién del analito o la
proteina total en la muestra. Otro método de la divulgacién, (no segln la invencién), incluye poner en contacto la
muestra con un reactivo colorimétrico para obtener una muestra procesada; enfocar una cdmara que comprende
una abertura en la muestra procesada; abrir la abertura durante un periodo de tiempo predeterminado, en el que el
tamafio de la abertura es suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra durante el
tiempo predeterminado; medir el tamafio de la abertura; y correlacionar el tamafio de la abertura con la
concentracién del analito o la proteina total en la muestra. Correlacionar el periodo de tiempo o tamafio de la
abertura con la concentracién de analito o proteina total puede lograrse al comparar el tiempo o el tamafio de la
abertura a una curva estédndar. La curva estandar puede representar la cantidad de tiempo o el tamafio de la
abertura de la cAmara para una serie de concentraciones de analito o proteina total en la muestra.

Ademas de o como una alternativa para medir la concentracién de un analito o proteina como resultado de la

intensidad de color de la muestra, los métodos de la divulgacién incluyen la medicién de la concentracién de la
proteina total en la muestra al poner en contacto la muestra con un reactivo de precipitacion de proteina para
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obtener una muestra procesada que incluye un precipitado de proteina. El precipitado de proteina puede ser visible
siguiendo la reaccién con el reactivo de precipitaciéon de proteina. La concentracion de proteina total puede medirse
al generar una imagen de la muestra procesada por una camara y al analizar esta imagen. El anélisis de la imagen
puede incluir, por ejemplo, medir un nimero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina (por
ejemplo, con los glébulos del precipitado de proteina o un &rea de la imagen que consiste en un precipitado de
proteina). El nimero de pixeles puede compararse entonces con una curva estandar que refleja una correlacion
entre pixeles y la concentracién de proteina para obtener la concentracién de proteina total en la muestra. Este
método de prueba puede llevarse a cabo mas rapidamente que las pruebas tradicionales, permite un mayor intervalo
dinamico, disminucién del costo del analisis, y/o uso de menos reactivos y materiales. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la proteina total se mide, usando la imagen de la camara, sin la medicién de otro analito.

Los métodos de la divulgacién pueden usarse para medir las concentraciones de numerosos analitos incluyendo,
pero no se limitan, a uno o mas de los siguientes compuestos que pueden estar presentes en las muestras
biolégicas: ion de calcio, ion de potasio, ion de cloruro, ion de sodio, glucosa, lactato, creatinina, creatina, urea, écido
urico, etanol, albumina, fosfatasa alcalina, colesterol, piruvato, p-hidroxibutirato, alanina aminotransferasa, aspartato
aminotransferasa, y cetilcolinesterasa. En algunas realizaciones, el analito puede seleccionarse de uno o mas de
creatinina, glucosa, albumina, y fosfatasa alcalina.

Tal como se indica en lo anterior, los métodos de la divulgacién incluyen poner en contacto una muestra con un
reactivo colorimétrico para obtener una muestra procesada tal como se representa por el paso 101 del método 100
en el diagrama de flujo de la figura 1. Los reactivos colorimétricos pueden seleccionarse basados en las aplicaciones
deseadas y tipos de analito que va a medirse. Por ejemplo, los reactivos colorimétricos para medir la creatinina
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de (1) 2,4,6-trinitrofenol y una base de tampén basico, (d2) 3,5-
dinitrobenzoato de metilo, acido 3,5-dinitrobenzoico, o cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo, y una base o un tampén bésico,
y (3) un sistema de reactivos que incluye iones clpricos, un hidroperéxido y un tinte oxidable. Por ejemplo, los
reactivos colorimétricos para medir la glucosa incluyen, pero no se limitan a, uno o méas de glucosa oxidasa,
hexocinasa, tartrato de cobre alcalino, ferricianuro alcalino, y peroxidasa de rédbano picante. Por ejemplo, los
reactivos colorimétricos para medir la albumina incluyen, pero no se limitan a, verde de bromocresol. Por ejemplo,
los reactivos colorimétricos para medir la fosfatasa alcalina incluyen, pero no se limitan a, fosfato de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo (BCIP) y sistema de nitro azul de tetrazolio (NBT). Por ejemplo, los reactivos colorimétricos para
medir la proteina total incluyen, pero no se limitan a, violeta de pirocatecol, cloruro de bencetonio y rojo de pirogalol.
En ciertas realizaciones de los métodos de la divulgacién, el reactivo colorimétrico puede incluir uno o mas reactivos
adecuados para un inmunoensayo. Por ejemplo, el reactivo colorimétrico puede incluir uno 0 méas anticuerpos
especificos de analito y/o enzimas adecuadas para el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) o
inmunoensayo enzimatico homogéneo (EIMT).

En ciertas realizaciones de la divulgacién, el reactivo calorimétrico puede incluir dos 0 mas componentes (tal como,
por ejemplo, una base o tampén béasico ademés de 2,4,6-trinitrofenol). Tales componentes, en ciertas realizaciones,
pueden afiadirse a la muestra separadamente y de manera secuencial. Por ejemplo, la muestra puede ponerse en
contacto en primer lugar con la base, seguido por el contacto con 2,4 6-trinitrofenol. En ciertas realizaciones, los
componentes del reactivo calorimétrico pueden ponerse en contacto con la muestra simultaneamente. Por ejemplo,
el acido 3,5-dinitrobenzoico o cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo puede disolverse en un tampdn basico antes de poner
en contacto la muestra.

El reactivo colorimétrico usado en los métodos de la divulgacién puede afiadirse en un volumen particular basado en
las aplicaciones deseadas y tipos de analito que va a medirse. Por ejemplo, el volumen de reactivo colorimétrico es
de entre aproximadamente 1 pl y aproximadamente 500 pl; por ejemplo, de aproximadamente 1 pli
aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 1 pl a aproximadamente 200 pl, o aproximadamente 1 pl
aproximadamente 100 pl, o aproximadamente 1 pl a aproximadamente 50 pl, o aproximadamente 50 l
aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 50 pl a aproximadamente 200 pl, o aproximadamente 100 pl
aproximadamente 500 pl, o aproximadamente 100 ul a aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 100 pl
aproximadamente 200 pl.

[

O 0 Q

Los reactivos de precipitacién de proteina para su uso en los métodos de la divulgacion pueden seleccionarse
basados en las aplicaciones deseadas y también basados en los tipos de analito que va a medirse en las muestras
que también se analizan para determinar las concentraciones de proteinas (por ejemplo, el agente de precipitacién
de proteina puede seleccionarse para reducir de esta manera la interferencia entre este reactivo y la reacciéon del
analito y el reactivo colorimétrico). Por ejemplo, los reactivos de precipitacién de proteina incluyen, pero no se limitan
a, uno o mas de solventes miscibles en agua (tal como alcohol, por ejemplo, isopropanol, metanol, o etanol, cetona,
por ejemplo, acetona, metil-etil-cetona, metil-isobutil-cetona, o ciclohexanona, tetrahidrofurano), sales (tal como
sulfato de amonio o sales que incluyen iones metélicos polivalentes), acido tricloroacético (solo o en combinacién
con acetona), polimeros (por ejemplo, un polimero hidréfilo no idnico, tal como polietilenglicoles y dextranos),
agentes tensioactivos acuosos, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, y cualquier combinaciéon de los
mismos.

Los reactivos de precipitacién de proteina pueden afiadirse en un volumen particular basado en las aplicaciones
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deseadas. Por ejemplo, en ciertas realizaciones de los métodos de la divulgacién, el volumen del reactivo de
precipitacion de proteina es de entre aproximadamente 1 pl y aproximadamente 500 pl; por ejemplo, de
aproximadamente 1 pl a aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 1 pl a aproximadamente 200 pl, o
aproximadamente 1 pl a aproximadamente 100 pl, o aproximadamente 1 pl a aproximadamente 50 pl, o
aproximadamente 50 pl a aproximadamente 300 pl, o aproximadamente 50 pl a aproximadamente 200 pl, o
aproximadamente 100 pl a aproximadamente 500 ul, o aproximadamente 100 pl a aproximadamente 300 pl, o
aproximadamente 100 ul a aproximadamente 200 pl.

Tal como se indica en lo anterior, los métodos de la divulgacién incluyen enfocar una cadmara que incluye una
abertura en la muestra procesada tal como se representa por el paso 102 del método 100 mostrado en la figura 1.
La cdmara puede ser cualquier dispositivo que tenga una abertura que, cuando se abre, puede recolectar una luz de
una muestra procesada (es decir, tomar una imagen de la muestra). La camara puede incluir una variedad de
sistemas de obtencién de imagenes. En ciertas realizaciones, la camara puede incluir una plataforma de obtencién
de imagenes de mesa configurada para obtener imagenes de una muestra bioldégica suspendida en un cartucho o
portaobjetos. En una realizacién particular, la camara puede estar asociada con un analizador de sedimento de orina
o sangre, por ejemplo, el analizador de sedimento de orina SEDIVUE™ DX™ (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook,
ME). En tales realizaciones, la muestra procesada puede pipetearse o de otra manera dispensarse directamente en
un cartucho colocado en un orificio de entrada del sistema. En otras realizaciones, pueden obtenerse iméagenes de la
muestra procesada desde un portaobjetos que incluye la muestra procesada, y el método puede incluir insertar un
portaobjetos, un cartucho, u otro recipiente que incluye la muestra procesada en un orificio de entrada del sistema
de obtencién de imagenes.

En ciertas otras realizaciones, la camara puede ser una camara digital, un teléfono con cédmara y otro dispositivo
portatil, y enfocar la cdmara en la muestra procesada puede incluir colocar la camara frente a la muestra. En casos
en los que se usa un dispositivo portatil, un soporte, tripode, armadura, u otro soporte puede estar configurado para
colocar la camara en una ubicacién particular con respecto a la muestra procesada para obtener iméagenes (es decir,
recolectar una cantidad predeterminada de luz de) de la muestra. Enfocar una cadmara de este tipo puede incluir
controlar manualmente el enfoque a través de un interfaz de usuario de la cdmara tal que la muestra procesada esta
dentro del intervalo de enfoque de la camara. Adicional o alternativamente, enfocar la cdmara puede incluir usar una
funcién de enfoque automético de la camara para enfocar la muestra procesada. Tal funcién de enfoque automatico
de la camara puede usar un sensor para detectar una instancia entre la muestra procesada y la camara, y ajustar el
enfoque de la cdmara tal que la muestra procesada esta dentro de un intervalo de enfoque de la camara.

Tal como se indica en lo anterior, los métodos de la divulgacién incluyen abrir la abertura durante un periodo de
tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra tal como se representa por el
paso 103 del método 100 en la figura 1. La figura 2 ilustra ademas un esquema simplificado de un ejemplo de
camara 210 que presenta una abertura 220 y un sensor 230 de luz para recibir luz 260 de una muestra 290. Cuando
la abertura 220 se abre, la luz 260 de la muestra 290 puede entrar en la camara 210, haciendo contacto de esta
manera con el sensor 230 de luz. La luz que hace contacto con el sensor puede usarse para analizar caracteristicas
visuales de la muestra 290, para producir una imagen de la muestra, o para llevar a cabo algin otro tipo de
procesamiento.

La abertura 220 puede incluir cualquier hueco a través del cual la cdmara 210 puede recolectar luz 260 durante un
periodo de tiempo para determinar un color o intensidad de luz de la muestra o para generar una imagen de la
muestra 290 preparada. Por ejemplo, la abertura 220 puede incluir un obturador de la camara 210, que expone el
sensor 230 de luz a la luz 360 de la muestra 290 durante un periodo de tiempo (es decir, un tiempo que corresponde
a una velocidad del obturador). El tamafio de la abertura 220 puede fijarse, por ejemplo, ajustarse por un fabricante
de la cdmara 210, tal que es sustancialmente el mismo cada vez que la abertura se abre. Por ejemplo, la abertura
220 numérica puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,025 y aproximadamente 0,5, o aproximadamente
0,03 y aproximadamente 0,5, o aproximadamente 0,025 y aproximadamente 0,25, o aproximadamente 0,03 y
aproximadamente 0,25, o aproximadamente 0,03 y aproximadamente 0,5 o aproximadamente 0,05 vy
aproximadamente 0,25, o aproximadamente 0,05 y aproximadamente 0,5 o aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 0,25, o aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5.

En unas realizaciones de la divulgacién en las que el tamafio de abertura es constante, la cantidad de luz 260
recolectada por la cdmara 210 a través de la abertura 220 puede ser dependiente principalmente del periodo de
tiempo que la abertura se abre. En una realizacién alternativa, el tamafio de la abertura 220 puede ser ajustable para
permitir una velocidad de flujo méas alta o més baja de luz 260 al interior de la camara 210 a través de la abertura, y
abrir la abertura puede incluir seleccionar o determinar un tamafio de la abertura. Un tamafio de la abertura puede
seleccionarse manualmente por un usuario de la camara 210, por ejemplo, a través de un interfaz de usuario de la
camara. De manera alternativa, el tamafio de la abertura puede determinarse por la cdmara 210 por una funcién de
exposicion automética (“auto-exposicién”) de la cdmara.

Abrir la abertura 220 durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz 260

predeterminada puede permitir que la cdmara tome una imagen de la muestra. El método puede incluir generar una
imagen de la muestra 290 preparada usando una cantidad, tal como una cantidad predeterminada, de luz
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recolectada de la muestra procesada. La imagen generada por la cdmara 210 puede incluir una imagen a todo color,
una imagen en blanco y negro, o cualquier otra imagen adecuada para la medicién de un analito y/o proteina en la
muestra procesada. De manera alternativa, puede producirse una imagen digitalmente por un sensor 230 de luz, tal
como un dispositivo acoplado a carga (CCD), un sensor de pixeles activos (APS), un semiconductor complementario
de éxido metalico (CMOS), un sensor Foveon X3, u otro sensor. En tal realizacién, el método puede incluir detectar
la luz 260 recolectada en un sensor 230 de luz y/o convertir la luz incidente en una sefial eléctrica. En algunos
ejemplos, n sensor 230 de luz de este tipo puede detectar la luz 260 incidente y registrarla como una serie de
pixeles, que representan puntos discretos en la muestra preparada de la cual van a obtenerse imagenes. Tales
pixeles pueden ser selectivamente sensibles a la luz de una longitud de onda particular o intervalo de longitudes de
ondas. Por ejemplo, los pixeles pueden subdividirse en pixeles que recolectan selectivamente luz de las longitudes
de onda que corresponden a los colores verde, rojo y azul, respectivamente. De manera alternativa, tales pixeles
pueden ser sensibles a toda la luz recolectada en el intervalo de longitudes de onda a los cuales el sensor es
sensible (es decir, para producir una imagen en blanco y negro). El sensor 230 de luz puede medir la longitud de
onda y/o cantidad de luz recolectada por cada pixel de la camara 210 y almacenarla como una matriz de valores en
una memoria o almacenamiento de datos de la camara. En un ejemplo particular, cada pixel puede comprender un
valor numérico que corresponde a una cantidad de luz 260 recolectada, una intensidad media, brillo, coloracién, u
otra propiedad de la luz incidente en el pixel. El método puede incluir ademéas mostrar la imagen de la muestra
procesada en un interfaz de usuario en comunicacién con la cadmara. Adicional o alternativamente, la imagen y/o
informacién asociada puede enviarse a un dispositivo informatico remoto tal como un servidor, teléfono movil,
ordenador u otro dispositivo externo.

Tal como se describe en el presente documento, la cantidad de luz predeterminada representa una cantidad de luz
recolectada por la cdmara para producir una imagen con un brillo o exposiciéon predeterminado. La cantidad de luz
predeterminada puede especificarse segin una cantidad de luz incidente en un sensor de luz en la camara, un
voltaje producido al convertir la luz incidente a una sefial eléctrica, un brillo o propiedad éptica de una imagen
producida, o por algin otro medio. La cantidad de luz 260 predeterminada que va a recolectarse por la camara 210
puede ser constante tal que se produce una imagen de exposicién y/o brillo uniforme cada vez que la abertura 220
se abre. La cantidad de luz 260 predeterminada puede verse influida por varios elementos de la camara o sistema
de obtencién de imagenes. Por ejemplo, la cantidad de luz predeterminada puede relacionarse con una lente,
abertura, sensor de luz, u otros elementos de la cédmara. La cantidad de luz 260 predeterminada puede
seleccionarse basada en la cantidad de luz requerida para producir una imagen clinicamente Gtil de la muestra 290
procesada.

En unas realizaciones en las que se mide la cantidad de un precipitado de proteina, la cantidad de luz 260
predeterminada puede ser suficiente para medir una cantidad de un precipitado de proteina de una imagen de la
muestra procesada (por ejemplo, por inspeccién visual de una imagen de la muestra procesada), al contar un
ndimero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina (por ejemplo, con los glébulos de precipitado
de proteina o un érea de la imagen que consiste en un precipitado de proteina), y/o al procesar la imagen usando un
programa, algoritmo, o algin otro medio. En otra realizacién, la cantidad de luz 260 predeterminada puede
determinarse basada en un nivel deseado de exposicion, brillo, contraste, o intensidad en una imagen generada por
la cdmara 210 basada en un histograma de brillo de una imagen de la muestra 290 procesada.

La cantidad de luz 260 predeterminada puede seleccionarse por un usuario de la camara 210 a través de un interfaz
de usuario de la camara 210, y el método puede incluir introducir una cantidad de luz predeterminada. La cantidad
de luz 260 predeterminada puede seleccionarse o ajustarse por un usuario para asegurar la claridad de la imagen
y/o para facilitar el procesamiento posterior de la imagen. Adicional o alternativamente, un nivel de exposicién 6ptima
o de otra manera clinicamente Util puede determinarse usando una funcién de exposicién automatica (“auto-
exposicién”) de la camara 210. Tal funcién de auto-exposicién puede usar un algoritmo que usa informacién acerca
de la muestra 290 preparada y/o los ajustes de la cdmara 210 para determinar la cantidad de luz 260 que debe
recolectar la cdmara para producir una imagen clinicamente Util. La cantidad de luz 260 predeterminada, por
ejemplo, puede determinarse basado en un brillo promedio de la muestra 290 preparada, un histograma de brillo de
la muestra preparada, la identificacién y/o el equilibrio de luces altas y luces bajas de la muestra preparada, o algun
otro método.

Para una muestra dada, la cantidad de luz 260 recolectada por la cAmara 210 a través de la abertura 220 (es decir,
el nivel de exposicién de una imagen producida por la cdmara) se influye en general por dos ajustes de la camara: el
tamafio de la abertura 220 y el periodo de tiempo que se abre la abertura. Dependiendo de las propiedades épticas
de la muestra 290 procesada, pueden requerirse un tamafio de abertura més grande o mas pequefio y/o una
apertura mas larga o mas corta de la abertura 220 para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la
muestra. Por ejemplo, si una muestra es mas oscura que la otra, requerira un tamafio de abertura mas grande y/o
una velocidad de obturador més larga para recolectar la misma cantidad de luz 260 en comparacién con una
muestra mas clara.

En una realizacion, los métodos de la divulgacién incluyen medir el periodo de tiempo en el que la abertura esta

abierta a fin de recolectar la cantidad de luz predeterminada tal como se representa por el paso 104 del método 100
en la figura 1. En algunas realizaciones, una funcién de auto-exposicién de la camara puede usarse para determinar
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varios ajustes de la cAmara antes de generar una imagen de la muestra procesada. En una manera similar que una
funcién de exposicién automatica puede usar las propiedades épticas de la muestra para determinar un nivel de
exposicion éptimo, una funcién de auto-exposicién también puede usarse para determinar los ajustes de la cadmara
apropiados para lograr un nivel de exposicién predeterminado. En algunas realizaciones, la funcién de auto-
exposicion usa un sensor de luz de la cadmara para evaluar las propiedades 6pticas de la muestra procesada y
determinar una velocidad de obturador apropiada de la camara antes de abrir la abertura. La funcién de auto-
exposicidn también puede usar informacidén relacionada con la cantidad de luz predeterminada y/o el tamafio de
abertura en determinar el periodo de tiempo en el que la abertura debe estar abierta.

En otra realizacién de la divulgacion, la cdmara puede incluir un sensor que mide la luz recolectada en tiempo real,
tal que la camara puede responder activamente cerrando la abertura cuando la cantidad de luz predeterminada se
ha recolectado. Por consiguiente, tal realizacién puede incluir: (i) abrir la abertura; (ii) detectar por un sensor una
cantidad de luz recolectada por la camara; (iii) determinar si la cantidad de luz recolectada por la camara es
sustancialmente equivalente a la cantidad de luz predeterminada; y (iv) cerrar la abertura después de determinar que
la cantidad de luz predeterminada se ha recolectado por la cdmara. Ademas, el sensor puede ser sensible o
selectivamente sensible a cualquier intervalo de longitudes de onda aplicables para una aplicacién particular. Un
sensor de este tipo puede medir continuamente la cantidad de luz que entra en la abertura o puede medir la cantidad
de luz recolectada a través de la abertura en una pluralidad de puntos de tiempo discretos después de abrir la
abertura a fin de tomar mediciones intermitentes de la cantidad de luz recolectada. Cuando el sensor ha
determinado que la cantidad de luz predeterminada se ha recolectado a través de la abertura, el sensor puede estar
configurado para cerrar la abertura a modo de un controlador, un interruptor, un componente mecanico, u otro
elemento de la camara.

En todavia otra realizacién, la abertura puede abrirse una pluralidad de veces (es decir, para generar una pluralidad
de imagenes). Esto puede ser particularmente deseable en casos en los que la camara carece de una funcién de
auto-exposicién o de otra manera es incapaz de determinar el periodo de tiempo o tamafio de abertura requerido
para recolectar la cantidad de luz predeterminada durante una primera apertura de la abertura. En una realizacién
particular, la cAmara puede abrir su abertura para tomar una primera imagen preliminar de la muestra, y luego usar
la informacién acerca de la primera imagen para ajustar los ajustes de la camara para una segunda imagen o
imagen subsecuente. En tal realizacién, la apertura de la abertura puede incluir: abrir la abertura durante un periodo
de tiempo para recolectar una cantidad de luz de la muestra procesada; medir la cantidad de luz recolectada de la
muestra procesada; determinar si la cantidad de luz recolectada de la muestra procesada es sustancialmente
equivalente a la cantidad de luz predeterminada; abrir la abertura durante un segundo periodo de tiempo si la
cantidad de luz recibida de la muestra no es sustancialmente equivalente a la cantidad de luz predeterminada, en la
que el segundo periodo de tiempo es diferente al primer periodo de tiempo; y correlacionar el segundo periodo de
tiempo en el que la abertura est4 abierta con la cantidad de luz predeterminada para obtener la concentracién de un
analito o proteina total en una muestra. El segundo periodo de tiempo puede determinarse basado en un analisis de
la cantidad de luz recolectada de la muestra durante la primera apertura de la abertura. Por ejemplo, la camara
puede usar un algoritmo que correlaciona un periodo de tiempo en el que la abertura esté abierta y una cantidad de
luz recolectada de la muestra procesada, y el método puede incluir ademas determinar, basado en el primer periodo
de tiempo y la primera cantidad de luz recolectada, un segundo periodo de tiempo que permitiria que la camara
recolecte la cantidad de luz predeterminada de la muestra.

En algunas realizaciones, la camara puede usar un procedimiento iterativo para recolectar la cantidad de luz
predeterminada. En tal caso, la abertura puede abrirse una pluralidad de veces, en el que cada periodo de tiempo
sucesivo es diferente al periodo de tiempo previo. El periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta puede
aumentar o disminuir iterativamente en una cantidad de tiempo predeterminada (es decir, un “paso” iterativo).
Adicional o alternativamente, puede usarse un algoritmo para determinar la magnitud y/o direccién de los cambios
iterativos en el periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta. Esto puede permitir que las imagenes sucesivas
tomadas por la camara converjan en la cantidad de luz predeterminada.

Adicional o alternativamente, la cdmara puede abrir la abertura un nimero de veces por diferentes periodos de
tiempo, a fin de tomar imagenes en un intervalo de niveles de exposicién. La pluralidad de imagenes producidas por
la cAmara pueden someterse a procesamiento posterior para determinar qué imagen se produjo con la cantidad de
luz predeterminada. En tal realizacién, la medicién del periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta puede
incluir medir el brillo, color, u otra caracteristica de una pluralidad de imagenes, y seleccionar de la pluralidad de
imagenes una imagen lo mas fiel posible al nivel de exposicién predeterminado (por ejemplo, la imagen producida a
través de la recolectada de la cantidad de luz predeterminada). El periodo de tiempo en el que la abertura esta
abierta asociado con esta imagen puede usarse entonces para correlacionar la velocidad del obturador con una
concentracién de un analito o proteina total en la muestra.

El periodo de tiempo medido puede usarse para cuantificar una concentracién de un analito o proteina total en la
muestra procesada. En algunas realizaciones, el periodo de tiempo medido puede mostrarse en una pantalla o
interfaz de usuario de la cdmara. En ofras realizaciones, el periodo de tiempo medido y/o velocidad del obturador
puede transmitirse a un dispositivo informético, una memoria, un ordenador remoto, un servidor, u otro sistema por
ejemplo para analisis, procesamiento, o correlacion adicionales.
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En algunas realizaciones, los métodos de la divulgacién incluyen ademés correlacionar el periodo de tiempo en el
que la abertura esta abierta con la cantidad de luz predeterminada para obtener la concentracién de un analito o
proteina total en la muestra. Una realizacién de este tipo se ilustra en el paso 105 de un método 100 en la figura 1.
Tal como se describe anteriormente en relacién con el paso 101, la muestra puede ponerse en contacto con un
reactivo colorimétrico para obtener una muestra procesada, que puede mostrar grados variables de coloracion
dependiendo de la concentracién de un analito diana o proteina total presente en la muestra. Por ejemplo, muestra
tres muestras que contienen reactivos colorimétricos sin creatinina, y tres muestras procesadas que contienen
reactivos colorimétricos y 2000 mg/dl de proteina y 1000 mg/dl de creatinina. Usando los métodos de la divulgacién,
la concentracién de creatinina o proteina total en la muestra procesada puede estimarse al medir una coloracién,
brillo, cromacidad, intensidad, opacidad, u otra propiedad ptica de la muestra, por ejemplo, al tomar una imagen de
la muestra procesada.

En ciertas realizaciones de la divulgacién, si las propiedades épticas de las imagenes producidas se predeterminan
(por ejemplo, se recolecta una cantidad de luz uniforme para producir cada imagen), medir varios ajustes de la
camara que producen al imagen puede permitir que un usuario estime la concentracién de un analito o proteina total
en una muestra. Por ejemplo, en lugar de usar ajustes de la camara idénticos para tomar iméagenes de coloracién
variable, en donde la coloracién de las imégenes es indicativa de la concentracién del analito o proteina total en la
muestra, pueden tomarse iméagenes idénticas de diferentes muestras, y los ajustes de la cAmara usados para lograr
las imagenes idénticas pueden ser indicativos de la correlacién de un analito o proteina total. En un ejemplo, la
exposicion de la imagen (es decir, la cantidad de luz recolectada de la muestra) puede permanecer constante,
mientras que se mide la velocidad del obturador. La medicién del periodo de tiempo en el que la abertura esta
abierta reflejado por la velocidad del obturador, puede usarse para determinar la concentraciéon de analito o proteina
total en la muestra procesada.

La figura 3B muestra las seis imagenes generadas al recolectar una cantidad de luz predeterminada de las seis
muestras mostradas en la figura 3A. Cada imagen que representa una muestra de la figura 3A se sitla en la
ubicacién correspondiente en la figura 3B (es decir, la imagen izquierda superior en la figura 3B corresponde a la
muestra izquierda superior en la figura 3A, etc.). Tal como se muestra en la figura 3B, las seis imagenes producidas
por la camara se ven sustancialmente del mismo color, brillo, y/o exposicién a pesar de las diferencias de coloracion
observadas en las muestras. Esto es debido a que la camara abre la abertura durante un periodo de tiempo
diferente para cada imagen (568, 436, 252, 782, 1224, y 598 milisegundos tal como se muestra en la figura) a fin de
producir una imagen de idéntico color y/o exposicion independientemente del color de la muestra original.

Un experto en la técnica reconocera que el periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta variard dependiendo
de las caracteristicas de la cdmara y la muestra procesada de la cual van a obtenerse imagenes. Por ejemplo, en
ciertas realizaciones del método de la divulgacién, el periodo de tiempo puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,1 ms a aproximadamente 10 segundos, por ejemplo, entre aproximadamente 0,1 ms a
aproximadamente 5 s, o aproximadamente 0,1 ms a aproximadamente 1 s, o aproximadamente 1 ms a
aproximadamente 10 s, o aproximadamente 1 ms a aproximadamente 5 s, o aproximadamente 10 ms a
aproximadamente 10 s, o aproximadamente 10 ms a aproximadamente 5 s, o aproximadamente 100 ms a
aproximadamente 10 s, o aproximadamente 100 ms a aproximadamente 1 s.

La figura 4A muestra imagenes de las muestras generadas por una camara para otra serie de muestras procesadas
incluyendo un reactivo colorimétrico y cantidades conocidas de creatinina que varian de 0 a 2000 mg/dl. Similar a las
imagenes en la figura 3B, estas imagenes se tomaron al recolectar una cantidad de luz predeterminada de las
muestras, produciendo de esta manera imagenes de sustancialmente el mismo color y/o exposicién. Tal como es
evidente en las imagenes, las muestras que contienen mas del analito (en este caso, creatinina) son méas oscuras,
por lo tanto requieren que la apertura se abra durante un periodo de tiempo més prolongado para recolectar la
cantidad de luz predeterminada. La velocidad del obturador medida por la camara puede correlacionarse con una
cantidad de creatinina en la muestra, tal como se ilustra en la figura 4B, que es representativa de una curva estandar
que refleja la relacién entre la cantidad de un analito en una muestra y la velocidad del obturador en la cual una
camara recolecta una cantidad de luz predeterminada de una muestra.

En algunas realizaciones, la correlacién del periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta con la cantidad de
luz predeterminada puede incluir realizar un anélisis de regresién. En tal realizacién, pueden realizarse pruebas
preliminares y puede representar graficamente la relacién experimental entre una concentracién conocida del analito
y la velocidad del obturador, o la proteina total y la velocidad del obturador. Una linea de regresién puede usarse
para estimar una funcién de regresién relacionada con las dos variables, tal que los datos experimentales
subsecuentes pueden interpretarse basados en la funcién de regresion. En tal realizacidn, la correlacién del periodo
de tiempo en el que la abertura esta abierta con la cantidad de luz predeterminada para obtener la concentracién de
un analito o proteina total en la muestra puede incluir usar una funcién de regresién para estimar la concentracién
del analito o proteina total en la muestra.

En otras realizaciones, una memoria de un dispositivo informatico, controlador, procesador, servidor, u otra unidad
informatica asociada con la camara puede incluir datos relacionados con una velocidad del obturador con la cantidad
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de luz predeterminada para obtener la concentracién de un analito o proteina total (por ejemplo, una funcién de
regresion almacenada). En tales realizaciones, la correlacion del periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta
con la cantidad de luz predeterminada puede incluir determinar la concentraciéon de un analito o proteina total por
medio de un dispositivo informatico. Tal determinacién puede realizarse basada en al menos una de las especies de
analito, las especies de reactivo colorimétrico, y/o un periodo de tiempo medido en el que la abertura estd abierta.
Tal determinacion también puede realizarse basada en el contenido de proteina, la especie de reactivo colorimétrico,
y/o un periodo de tiempo medido en el que la abertura estd abierta. Después de la determinacién de la
concentracién del analito o la proteina total, la cantidad puede mostrarse en una pantalla o interfaz de usuario de la
camara o un dispositivo asociado con la cdmara. En otras realizaciones, la concentracién del analito o la proteina
total puede transmitirse a un dispositivo informatico, procesador, una memoria de la cdmara, una memoria del
dispositivo informatico, o un ordenador remoto, a un servidor u otro sistema para analisis, procesamiento o diagnosis
adicionales.

Tal como se explica en lo anterior con referencia al método 100 representado en la figura, en algunas realizaciones
el tamafio de la abertura de la camara puede mantenerse constante y la apertura de la abertura puede incluir abrir la
abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar lo cantidad de luz predeterminada. La medicién de
la concentracién de un analito o proteina total en una muestra preparada puede incluir entonces medir el periodo de
tiempo en el que la abertura esti abierta para recolectar la cantidad de luz predeterminada. El periodo de tiempo
medido puede recolectarse entonces con la cantidad de luz predeterminada para obtener la concentracién de un
analito, o proteina total de la muestra.

En otra realizacion, el periodo de tiempo en el que la abertura esti abierta (es decir, la velocidad del obturador)
puede permanecer constante. En tal realizacién, el tamafio de la abertura puede variarse para cada imagen, y el
tamafio de la abertura puede medirse para determinar la concentracién de un analito o proteina total en la muestra.
Por ejemplo, el periodo de tiempo puede oscilar de aproximadamente 0.1 ms a aproximadamente 10 segundos, por
ejemplo, de aproximadamente 0.1 ms a aproximadamente 5s, o aproximadamente 0.1 ms a aproximadamente 1s, o
aproximadamente 1 ms a aproximadamente 10s, o aproximadamente 1 ms a aproximadamente 5s, o
aproximadamente 10 ms a aproximadamente 10s, o aproximadamente 10 ms a aproximadamente 5s, o
aproximadamente 100 ms a aproximadamente 10 s, o aproximadamente 100 ms a aproximadamente 1 s. En estas
realizaciones, la cantidad de luz predeterminada cuando la abertura numérica es, por ejemplo, de entre
aproximadamente 0.01 y aproximadamente 0.99, entre aproximadamente 0.055 y 0.9, o entre aproximadamente 0.1
y 0.5.

La figura 5 ilustra un diagrama de flujo de tal método 500 (no segun la invencién) para medir una concentracién de
un analito y/o concentracién de proteina total en una muestra.

Los pasos 501 y 502 del método 500 pueden incluir pasos similares a los pasos 101 y 102 del método 100, tal como
se describe anteriormente. En algunas realizaciones, poner en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico
(101, 501) y enfocar la camara (102, 502) pueden llevarse a cabo sustancialmente de la misma manera que en el
método 100. El método 500 puede incluir ademés abrir la abertura durante un periodo de tiempo discreto, en el que
el tamafio de la abertura se relaciona con la concentracién del analito o proteina total en la muestra. Por ejemplo, el
paso 503 incluye abrir la abertura durante un periodo de tiempo predeterminado, en el que el tamafio de la abertura
es suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de la muestra. El tamafio de la abertura que
permite que la camara recolecte la cantidad de luz predeterminada durante el periodo de tiempo en el que la
abertura esta abierta puede medirse entonces tal como se representa en el paso 504.

Un tamafio de abertura 6ptima (es decir, un tamafio de abertura que permite que la cdmara recolecte la cantidad de
luz predeterminada en el periodo de tiempo predeterminado) puede determinarse por una funcién de exposicién
automatica, tal como se describe anteriormente en relacién con la velocidad del obturador. En tal realizacién, la
apertura de la abertura durante un periodo de tiempo puede incluir usar una funcién de exposicién automatica para
abrir la abertura tal que el tamafio de la abertura es suficiente para recolectar una cantidad de luz predeterminada de
la muestra. Por consiguiente, la medicién del tamafio de la abertura puede incluir determinar el tamafio de la
abertura usando la funcién de exposicién automética. Tal como se describe anteriormente, tal determinacién puede
basarse en las propiedades 6pticas de la muestra procesada y/o al menos uno de los periodos de tiempo y la
cantidad de luz predeterminada.

Adicional o alternativamente, los métodos que implican medir el tamafio de la abertura pueden incluir tomar una
pluralidad de imagenes para recolectar la cantidad de luz predeterminada. En algunas realizaciones, la camara
puede incluir un sensor, y el método puede incluir: (i) abrir la abertura para recolectar una cantidad de luz de la
muestra, en el que la abertura incluye un primer tamafio de abertura; (ii) cerrar la abertura; (iii) medir la cantidad de
luz recolectada de la muestra procesada por el sensor; (iv) determinar si la cantidad de luz recolectada de la muestra
es sustancialmente equivalente a la cantidad de luz predeterminada; (v) abrir la abertura durante un segundo
periodo de tiempo si la cantidad de luz recibida de la muestra no es sustancialmente equivalente a la cantidad de luz
predeterminada, en el que la abertura tiene un segundo tamafio de abertura, en el que el segundo tamafio de
abertura es diferente al primer tamafio de abertura; y (vi) correlacionar el segundo tamafio de abertura de la abertura
con la concentracion del analito o proteina total en la muestra. Tal enfoque puede usar una primera apertura de la
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abertura para dirigir la segunda apertura o la subsecuente apertura de la abertura, usando un algoritmo, un enfoque
iterativo, cualquiera de los métodos descritos en relacidén con la velocidad del obturador, o algun otro procedimiento.

El método 500 puede incluir correlacionar el tamafio de la abertura con la concentracién del analito o proteina total
en la muestra tal como se representa en el paso 505. La correlaciéon del tamafio de la abertura con la cantidad del
analito o proteina total puede incluir comparar un tamafio de abertura medida con una curva estandar para estimar la
cantidad del analito o la proteina total. Una curva estandar de este tipo puede generarse obteniendo imagenes de
una serie de muestras que contienen una cantidad conocida de un analito o proteina total y representando
gréficamente los tamafios de abertura medidos de cada muestra con respecto a la concentraciéon conocida. Tal
como se describe anteriormente, una linea de regresiéon puede usarse para estimar una funcién de regresién que
vincula las dos variables, tal que los datos experimentales subsecuentes pueden interpretarse basados en la funcién
de regresién que vincula, por ejemplo, el tamafio de la abertura medido y la concentracién de un analito o proteina
total.

En algunas realizaciones, los métodos 100 y 500 pueden incluir determinar una concentracién tanto del analito como
la proteina total en la muestra. La cantidad de proteina total en la muestra puede estimarse a través de un anélisis
de una imagen de la muestra, por ejemplo, una imagen generada cuando la luz se recolecta por la camara para la
mediciéon de la concentracién de un analito. Este procedimiento puede incluir generar una imagen de la muestra
procesada por la camara (pasos 106 y 506); medir un nimero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de
proteina en la imagen (pasos 107 y 507); y correlacionar el nimero de pixeles con una curva estdndar para obtener
la concentracién de proteina total en la muestra (pasos 108 y 508).

En una realizacién, la medicién de la cantidad de un precipitado de proteina incluye realizar un analisis vidual de una
imagen de la muestra procesada generada por la camara. Una imagen de la muestra procesada puede generarse
durante varios pasos del método, por ejemplo, cuando la abertura de la camara se abre para recolectar la cantidad
de luz previamente determinada. La imagen puede generarse al recolectar luz y registrarla como una imagen usando
un sensor de luz de la camara, tal como se describe anteriormente.

Una imagen del precipitado de proteina puede incluir glébulos de la proteina precipitada que pueden presentarse en
varias cantidades en una imagen dependiendo de la concentracién de la proteina en la muestra. La figura 6A
muestra imagenes experimentales de las muestras procesadas que contienen entre 0-1000 mg/dl de proteina. Tal
como se observa en la figura 6A, las proteinas pueden ser visibles a simple vista, y se presentan como
interrupciones en una imagen de la exposicién o coloracién de otra manera uniforme. En algunas realizaciones, las
imagenes del precipitado de proteina, tal como las iméagenes observadas en la figura 6A, pueden ser las mismas
imagenes usadas para medir la concentracién del analito (es decir, las imégenes producidas cuando se recolecta la
cantidad de luz predeterminada de la muestra). Adicional o alternativamente, pueden generarse imégenes
separadas para la cuantificacién de proteinas, y el método puede incluir abrir la abertura para recolectar una
segunda cantidad de luz de la muestra procesada y/o generar una imagen de la muestra procesada.

El método puede incluir procesar las imagenes del precipitado de proteina. En algunas realizaciones, las imagenes
del precipitado de proteina pueden someterse a procesamiento posterior para aumentar la claridad de las imagenes,
aumentar el contraste, aumentar el enfoque, o facilitar la cuantificacién de las proteinas. Por ejemplo, la camara
puede acoplarse o comunicarse con un dispositivo informatico, que incluye un controlador, procesador, memoria u
otros componentes. El procesamiento posterior puede incluir usar un programa de procesamiento de imagenes en
un dispositivo informatico, o ejecutar instrucciones almacenadas en una memoria del dispositivo informatico.
Adicional o alternativamente, los aspectos de la imagen pueden ajustarse manualmente por el usuario de la cdmara
al interactuar con una interfaz de usuario de la cdmara o dispositivo informético asociado.

En algunos casos, puede usarse un analisis visual para cuantificar la cantidad de precipitado de proteina en una
muestra. En una realizacion, el método puede incluir realizar un analisis a simple vista de una imagen producida por
la camara para medir la concentracién de precipitado de proteina en la muestra. Por ejemplo, un usuario del método
puede observar la imagen y contar los glébulos de la proteina precipitada, estimar un area de la imagen que incluye
el precipitado de proteina, o realizar algin otro analisis a simple vista.

En algunas realizaciones, un algoritmo, programa, o software puede usarse para cuantificar el precipitado de
proteina en la muestra procesada. En algunas realizaciones, un dispositivo informético acoplado a o en
comunicacién con la camara ejecuta instrucciones (por ejemplo, instrucciones almacenadas en una memoria del
dispositivo informatico) a fin de medir una cantidad de precipitado de proteina en la muestra procesada. Tales
instrucciones pueden ejecutarse por un procesador del dispositivo informatico a fin de automatizar una porcién de la
medicién descrita en lo anterior en relacidn a las técnicas a simple vista. Por ejemplo, las instrucciones pueden estar
configuradas para medir la cantidad del precipitado de proteina en la muestra procesada al medir o al determinar un
ndmero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina (por ejemplo, corresponde a los glébulos del
precipitado de proteina o un area de la imagen que consiste en un precipitado de proteina) en una imagen de la
muestra procesada. Adicional o alternativamente, las instrucciones pueden provocar que el dispositivo informético
mida una cantidad de un precipitado de proteina en la muestra procesada al medir un &rea de una imagen de la
muestra procesada que incluye el precipitado de proteina. La medicién del area que incluye el precipitado de
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proteina puede incluir determinar un nimero de pixeles de una imagen que se relaciona con el precipitado de
proteina. La diferenciacion del precipitado de proteina del fondo de la imagen puede incluir analizar un valor
numérico asociado con los pixeles. Por ejemplo, cada pixel en una imagen puede incluir un valor que corresponde a
una cantidad de luz recolectada, un nivel de intensidad, brillo, coloracién, escala de grises, u otra propiedad 4ptica
del pixel (por ejemplo, un pixel en la imagen de 8-bit puede ser representada por un nimero de entre 0 y 255, donde
0 corresponde al negro y 0 corresponde al blanco). En un ejemplo particular, un valor umbral puede establecerse tal
que se considera que los pixeles con un valor més alto que el umbral comprenden el precipitado de proteina,
mientras que aquellos con un valor mas bajo que el valor umbral se considera como fondo. En tal caso, la
determinacién de un numero de pixeles que se relaciona con el precipitado de proteina puede incluir determinar un
ndmero de pixeles que estan por encima o por debajo de algun valor umbral.

Adicional o alternativamente, la proteina precipitada puede medirse al determinar la homogeneidad de la imagen
producida. Una imagen mas heterogénea (es decir, menos homogénea) puede representar una mayor cantidad de
proteina precipitada, mientras que una imagen homogénea puede indicar una menor cantidad de proteina. En tal
ejemplo, la homogeneidad de una imagen puede determinarse al analizar valores numéricos (por ejemplo, valores
asociados con la luz recolectada, tal como se describe anteriormente) asociados con cada pixel en la imagen. En un
ejemplo particular, la determinacioén de la homogeneidad de la imagen puede incluir calcular una desviacién estandar
de los valores asociados con cada pixel en la imagen, en el que una desviaciéon estandar mas alta puede ser el
resultado de una cantidad mas alta de proteina precipitada (y viceversa)

La figura 6B muestra una grafica de la relacién entre la concentracién de proteina en una muestra y la cantidad
medida de precipitado de proteina en una imagen de la muestra procesada. La “respuesta’, tal como se indica en la
figura 6B, se refiere a la homogeneidad de la imagen, tal como se determina por el procedimiento descrito
anteriormente. La cantidad de precipitado de proteina en la muestra procesada se determiné usando un software de
analisis de imagen que calcula la homogeneidad de una imagen (es decir, la respuesta) y correlaciona la
homogeneidad con una cantidad de proteina en la muestra de la cual se obtienen imagenes. En algunos casos, la
correlacién de la cantidad de un precipitado de proteina en la muestra procesada con la concentracién de proteina
en la muestra puede incluir realizar un anélisis de regresion. En tal caso, pueden realizarse pruebas preliminares y
puede representarse graficamente la relacién experimental entre una concentracién conocida de la proteina y el
precipitado en una imagen de la muestra. Puede usarse una linea de regresién para estimar una funcién de
regresion que vincula las dos variables, tal que los datos experimentales subsecuentes pueden interpretarse
basados en la funcién de regresion. En tal realizacién, la correlacién de la cantidad del precipitado de proteina en la
muestra procesada con la cantidad de proteina en la muestra puede incluir usar una funcién de regresion para
estimar la cantidad de proteina en la muestra.

En algunas realizaciones de la descripcion, la correlacién de la cantidad del precipitado de proteina en la muestra
procesada a la cantidad de proteina en la muestra usa una ecuacién cuadratica multivariante tal como se
proporciona en la figura 11A. Las mdltiples imégenes del precipitado de proteina se obtienen de diferentes
ubicaciones dentro de la muestra en el paso 1. Después en el paso 2, las imagenes se procesan a través de una
multitud de canales de procesamiento de imagenes que extraen caracteristicas del precipitado de proteina dentro de
las imagenes. En ciertas realizaciones, los canales de procesamiento de imagenes pueden incluir la correccién de
ruido del sensor, mejoras de borde y contraste, deteccién de borde y contorno, area de contorno, la transformada de
Fourier, y/o la desviacién estandar. Las caracteristicas extraidas a través de los canales de procesamiento de
imagenes se correlacionan con la proteina en el paso 3 usando una ecuacién cuadratica multivariante tal como
sigue:

i

[PRO] = qya] +oguy Y ogxl +ogvs + o+ oa] + o3, + 6
donde x4 es una caracteristica de la imagen 1; X2 es una caracterlstlca de Ia imagen 2; X, es una caracteristica de la
imagen n.

La figura 11B muestra una grafica de la relacién entre la concentracién de proteina en la muestra en multiples
dispositivos y una caracteristica de imagen de desviacién estandar de ventana deslizante; y la figura 11C muestra
una gréafica de la relacidén entre la concentracién de proteina en una muestra en multiples dispositivos y la
caracteristica de imagen de area de contorno promedio. La figura 11D muestra una gréafica de linealidad para un
Unico dispositivo después de llevar a cabo una regresiéon cuadratica multivariante en las dos caracteristicas de
imagen.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la correlacién de la cantidad del precipitado de proteina en la muestra
procesada con la cantidad de proteina en la muestra usa una red neural artificial tal como se proporciona en la figura
12A. Multiples imagenes del precipitado de proteina se obtienen de diferentes ubicaciones dentro de la muestra en
el paso 1. Después en el paso 2, las imagenes se procesan a través de una multitud de canales de procesamiento
de iméagenes que extraen caracteristicas del precipitado de proteina dentro de las imagenes. En ciertas
realizaciones, los canales de procesamiento de imagenes pueden incluir correccién de ruido del sensor, mejoras de
contraste, y/o histogramas de la transformada de Fourier y/o la desviacion estandar. Las caracteristicas extraidas a
través de los canales de procesamiento de imagenes se correlacionan con la proteina en el paso 3 usando una red
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neural artificial. La estructura de la red neural artificial se proporciona en la figura 12B (donde x4 es una caracteristica
de la imagen 1, x> es una caracteristica de la imagen 2, x, es una caracteristica de la imagen n). La figura 12C
muestra una grafica de la relacidén entre la concentracidén de proteina en una muestra en multiples dispositivos y una
caracteristica de imagen de desviacién estdndar de ventana deslizante de histograma; y la figura 12D muestra una
grafica de linealidad para multiples dispositivos después de entrenar la red neural en la caracteristica de la imagen.

En otros casos, un dispositivo informético, controlador, procesador, servidor, u otra unidad informatica asociada con
la cdmara puede incluir datos que vinculan la concentracién de un precipitado de proteina en la muestra procesada
con la cantidad de proteina en una muestra. En tal realizacién, la correlaciéon de la cantidad del precipitado de
proteina en una imagen con la cantidad de proteina en la muestra puede incluir determinar la cantidad de proteina
por medio de un dispositivo informatico. Tal determinacién puede realizarse basada en al menos uno del nimero de
un numero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina encontrado en la imagen, el area medida
que consiste en la proteina precipitada en la imagen. Después de la determinacién de la concentracién de la
proteina, los métodos 100 y 500 pueden incluir mostrar la concentracién en una pantalla o interfaz de usuario de la
camara o un dispositivo asociado con la cdmara. En otras realizaciones, la concentracién de la proteina puede
transmitirse a un dispositivo informatico, procesador, una memoria de la cdmara, o un ordenador remoto, a un
servidor o a otro sistema por ejemplo, para analisis, procesamiento o diagnéstico adicionales.

En algunas realizaciones, los métodos 100 y 500 incluyen ademés realizar una determinacién a cerca de un estado
de salud del usuario basada en al menos la concentracién determinada de un analito y/o proteina en la muestra. En
algunos casos, un dispositivo informatico (por ejemplo, un ordenador, un servidor, un procesador, o un controlador)
en comunicacién con la cdmara puede usar la concentracién determinada del analito y/o proteina para determinar un
estado de salud, diagnosticar una enfermedad, expresar un factor de riesgo, u ofrecer alguna otra informacién
acerca de la salud de un paciente. En una realizacién, una relacién (por ejemplo, una razén) de la cantidad de
proteina y analito puede ser indicativa de un estado de salud, y determinar el estado de salud puede incluir
determinar si la relacién del analito y creatinina es mas alta 0 mas baja que un nivel umbral. En una realizacién
particular, el analito puede ser creatinina, y los métodos 100 y 500 pueden incluir determinar una razén de
proteina:creatinina en la orina (“razén UPC”) de la muestra. En tal caso, el diagndstico de un estado de salud (por
ejemplo, proteinuria) puede incluir determinar si la razén UPC esta por encima o por debajo de un valor umbral. Un
experto habitual en la técnica puede concebir otros estados de salud y anélisis.

Se pretende que los métodos 100 y 500 de ejemplo ilustrados en las figuras 1 y 5 sean ejemplos no limitantes,
ilustrativos. El paso y los pasos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo secuencialmente en
paralelo. Ademas, el paso y los diversos pasos pueden llevarse a cabo en un orden diferente que el descrito en el
presente documento y algunos pasos y pasos pueden omitirse, saltarse, y/o repetirse. Los elementos adicionales o
alternativos de los métodos y componentes adicionales o alternativos de los sistemas se anticipan, como sera obvio
para el experto en la técnica.

La figura 7 es una ilustracién de un sistema 700, por ejemplo un sistema usado en cualquiera de los métodos 100 o
500, segun las realizaciones de ejemplo de la divulgacién. El sistema 700 puede incluir una cadmara 710, una placa
720 de muestra de multiples pocillos, un dispositivo 730 informatico (incluyendo un procesador 740 y una memoria
750), y un servidor 760. La placa 720 de multiples pocillos puede incluir multiples pocillos 722.

La cadmara 710 puede incluir uno o mas sensores de luz, tal como un dispositivo acoplado a carga (CCD), un sensor
de pixeles activo (APS), un semiconductor complementario de 6xido metalico (CMOS), un sensor FOVEON X3®, u
otro sensor. Este sensor de luz puede ser sensible a cualquier intervalo de longitudes de onda de interés para una
aplicacion dada, tal como se entiende por un experto habitual en la técnica. En una realizacion, el sensor de luz
puede ser sensible a un intervalo de longitudes de onda que corresponden al espectro visual o una porcién del
espectro visual (es decir, longitudes de onda de entre aproximadamente 190 nm a 700 nm). Adicional o
alternativamente, el sensor de luz puede ser sensible o selectivamente sensible a longitudes de onda en un intervalo
de infrarrojo y/o ultravioleta. En una realizacién, el sensor de luz puede ser selectivamente sensible a un intervalo de
longitudes de onda que corresponden a las longitudes de onda reflejadas, emitidas, transmitidas de la muestra
preparada, por ejemplo, longitudes de onda que corresponden al color de la muestra preparada después de que
reacciona con un reactivo colorimétrico, longitudes de onda que corresponden al espectro de emisién de un
fluoréforo, u otro intervalo de longitudes de onda. Tal sensor de luz también puede ser un sensor de luz
negra/blanca, tal que sustancialmente toda la luz entrante se detecta y se registra la misma en el intervalo al cual el
sensor es sensible, independientemente de la longitud de onda.

La camara 710 también puede incluir una abertura 712 y uno o mas filtros 714 épticos. El filtro éptico solo puede
hacer pasar luz a través de la abertura 712 dentro de un cierto intervalo de longitud de onda. Un filtro 714 de este
tipo puede estar configurado para hacer pasar o bloquear selectivamente la luz de una cierta longitud de onda o
intervalo de longitudes de onda tal que solo la luz de una longitud de onda o intervalo de longitudes de onda
particular se recolecta por la cdmara 710. Por ejemplo, el intervalo de longitudes de onda que pasé por el filtro 714
se puede relacionar con la reflectancia, emisién, o espectro de transmitancia de la muestra procesada. Este intervalo
de longitudes de onda puede corresponder al color de un reactivo colorimétrico o de un producto producido por una
reaccion entre la muestra y un reactivo colorimétrico. De esta manera, solo pueden registrarse las longitudes de
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onda deseadas por la camara 710, reduciendo de esta manera el ruido o contenido de imagenes innecesario.
También se consideran usos adicionales o alternativos para un filtro 714 é4ptico.

En otra realizacién de ejemplo, uno o mas fluoréforos en un reactivo pueden seleccionar como diana el analito o
proteina total. Los fluoréforos pueden emitir luz dentro de un primer intervalo de longitud de onda especifico cuando
se excitan por la radiacién dentro de un segundo intervalo de longitud de onda. De esta manera, en tales
realizaciones, el sistema 700 puede incluir adicionalmente una fuente de excitacién (por ejemplo, un laser) que emite
luz dentro del segundo intervalo de longitud de onda para excitar los fluoréforos. En tal caso, el filtro puede estar
configurado para bloquea todas las longitudes de onda fuera de un espectro de emisién de la muestra procesada.

Tal como se ilustra, la cdmara 710 se acopla comunicativamente con el dispositivo 730 informatico. Un acoplamiento
comunicativo de este tipo puede implementarse usando WiFi, sobre BLUETOOTH®, o a través de interfaz alambrica
(por ejemplo, un cable USB), en varias realizaciones. De manera alternativa, en algunas realizaciones, la camara
710 puede acoplarse al dispositivo 730 informético sobre una conexién alambrica, tal como un interfaz de Ethernet.
En algunas realizaciones, la camara 710 puede ser una camara unida a o integrada en un dispositivo informético
mévil (por ejemplo, un teléfono celular). El dispositivo informatico mévil puede acceder al Internet publico para
transmitir imagenes (por ejemplo, imagenes candidato o imagenes diana de las células biolégicas) al dispositivo 730
informatico. En algunas realizaciones, la cdmara 710 puede acoplarse adicional o alternativamente de manera
comunicativa con el servidor 760. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cdmara 710 puede transmitir imagenes
al servidor 760, el servidor 760 puede llevar a cabo el procesamiento o analisis de imagenes (por ejemplo,
procesamiento posterior de las imagenes, determinaciones a cerca de la concentracién de analito o proteina total en
la muestra), y el servidor 760 puede transmitir entonces la informacién resultante al dispositivo 730 informatico.

El dispositivo 730 informatico, tal como se ilustra, incluye un procesador 740 y una memoria 750. La memoria 750
incluye instrucciones 752 almacenadas en la misma. La memoria 750 puede incluir una memoria volétil (por ejemplo,
RAM) y/o memoria no voléatil (por ejemplo, un disco duro). La memoria 750 también puede acoplarse de manera
interna comunicativamente con el procesador 740. El procesador 740 puede estar configurado para ejecutar las
instrucciones 752 almacenadas en la memoria 750 (por ejemplo, para llevar a cabo varias tareas de informaticas).
Adicional o alternativamente, la memoria 750 puede almacenar imégenes (por ejemplo, grabadas por la camara 710)
e informacién relacionada con las imégenes. La memoria 750 puede almacenar ademas informacién relacionada con
la concentracién medida del analito o proteina en la muestra.

Las instrucciones 752 almacenadas en una memoria 750 del dispositivo informético pueden incluir instrucciones
relacionadas a la ejecucién de los métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, las instrucciones 725
pueden instruir a la cdmara enfocar en la muestra procesada, abrir y/o cerrar la abertura 712, generar una imagen
de la muestra (por ejemplo, una muestra situada dentro de un pocillo 722 de la placa de multiples pocillos), medir un
periodo de tiempo en el que la abertura 712 esta abierta, y/o medir un tamafio de la abertura. Tales instrucciones
725 también pueden provocar que el dispositivo 730 informatico correlacione un periodo de tiempo determinado y/o
un tamafio de abertura con una concentracién del analito o proteina total en la muestra. Adicionalmente, las
instrucciones 725 pueden estar relacionadas al procesamiento de una imagen producida por la camara 710. Por
ejemplo, las instrucciones 725 pueden provocar que el dispositivo 730 informatico procese una imagen de la
muestra, mida la concentracién del precipitado de proteina en la muestra procesada, yfo correlacione la
concentracién de precipitado de proteina en la muestra procesada con la concentracién de la proteina en la muestra.

Ejemplo 1

Se obtuvieron las iméagenes de las muestras procesadas que contenian cantidades conocidas de glucosa, albumina
y fosfatasa alcalina para obtener un brillo uniforme. Se representé graficamente el tiempo de exposicién (es decir, el
periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta, la velocidad del obturador) de las imédgenes para mostrar la
relacion (es decir, una curva estandar) entre el tiempo de exposicién y la cantidad de analito en la muestra.

Las imagenes de unas muestras procesadas se tomaron por una camara PL-D725MU-T USB 3.0 (PixelLINK) con un
sensor de luz CMOS y un espacio de color monocromatico. La camara incluyd un lente objetivo con un aumento de
10x y una abertura numérica de 0.28. La distancia focal del lente objetivo fue 20 mm, con una profundidad de
enfoque de aproximadamente 3.5 um. Un lente de tubo con una distancia focal mas larga se acoplé al lente objetivo
a fin de facilitar el aumento y el enfoque de la camara. El lente de tubo tuvo una distancia focal de 200 mm. Se usé
un adaptador para acoplar el/los lente(s) a la cdmara en una distancia 6ptima para enfocar la imagen en un sensor
de imagen de la cdmara.

Las mediciones tomadas segun el método descrito en lo anterior se muestran en las figuras 8A-C. La figura 8A
ilustra una curva estandar que muestra la relacion entre la cantidad de glucosa en una muestra experimental y el
periodo de tiempo predeterminado. Esta curva se obtuvo al preparar una muestra de control negativo, muestra de
glucosa 1 mM, y muestra de glucosa 20 mM. Para fijar la muestra de control negativo, se usaron los siguientes
reactivos: 590 pl de agua D.I., 10 ul de peroxidasa de rabano picante (HRP), 10 pl de glucosa oxidasa, 100 pl de 4-
aminoantipirina, y 100 pl de 1,7-dihidroxinaptaleno en etanol al 95 %. Para fijar la muestra de glucosa 1 mM, se
usaron los siguientes reactivos: 580 pl de agua D.I, 10 pl de peroxidasa de rabano picante, 10 pl de glucosa

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984720 T3

oxidasa, 100 pl de 4-aminoantipirina, 100 pl de 1,7-dihidroxinaptaleno en etanol al 95 %, y 10 yl de glucosa. Para
fijar la muestra de glucosa 20 mM, se usaron los siguientes reactivos: 380 pl de agua D.I., 10 ul de peroxidasa de
rabano picante, 10 pl de glucosa oxidasa, 100 pl de 4-aminoantipirina, 100 pl de 1,7-dihidroxinaptaleno en etanol al
95 %, y 200 pl de glucosa. Para cada portaobjetos, se afiadieron 600 ul de la muestra (negativa, 1 mM, y 20 mM) y
se obtuvieron imagenes para obtener la curva ilustrada en la figura 8A.

La figura 8B ilustra una curva de correlacion que muestra la relacién entre la cantidad de albumina en una muestra
experimental y el periodo de tiempo predeterminado. Esta curva se obtuvo al preparar una muestra de control
negativa, 1 mg/ml de muestra de albumina, y 5 mg/ml de muestra de albumina. Para fijar la muestra de control
negativa, se usaron los siguientes reactivos: 880 ul de tampdn PBS (pH 4,2) y 120 pl de verde de bromocresol (pH
4,2). Para fijar 1 mg/ml de muestra de albimina, se usaron los siguientes reactivos: 870 pl de tampén PBS (pH 4,2),
120 pl de verde de bromocresol (pH 4,2), y 10 pl de albdmina. Para fijar 5 mg/ml de muestra de albumina, se usaron
los siguientes reactivos: 830 pl de tampén PBS (pH 4,2), 120 pl de verde de bromocresol (pH 4,2), y 50 pl de
albumina. Para cada portaobjetos, se afiadieron 600 pl de la muestra (negativa, 1 mg/ml, y 5 mg/ml) y se obtuvieron
imagenes para obtener la curva ilustrada en la figura 8B.

La figura 8C ilustra una curva de correlacién que muestra la relacién entre la cantidad de fosfatasa alcalina en una
muestra experimental y el periodo de tiempo predeterminado. Esta curva se obtuvo al preparar una muestra de
control negativa, 1 ug/ml de muestra de fosfatasa alcalina, y 10 pg/ml de muestra de fosfatasa alcalina. Para fijar la
muestra de control negativa, se usaron los siguientes reactivos: 1 ml de sustrato BCIP/NBT (fosfato de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo / nitroazul de tetrazolio) y 1 ml de HCI 1 M. Para fijar 1 ug/ml de muestra de fosfatasa alcalina, se
usaron los siguientes reactivos: 990 pl de sustrato BCIP/NBT, 10 ul de fosfatasa alcalina, y 1 ml de HCI 1 M para
detener la reaccidén. Para fijar 10 pg/ml de muestra de fosfatasa alcalina, se usaron los siguientes reactivos: 900 pli
de sustrato BCIP/NBT, 100 ul de fosfatasa alcalina, y 1 ml de HCI 1 M para detener la reaccién. Para cada
portaobjetos, se afiadieron 600 pl de la muestra (negativa, 1 pyg/ml, y 10 pg/ml) y se obtuvieron iméagenes para
obtener la curva ilustrada en la figura 8C.

Ejemplo 2

Se afladieron 165 pl de muestra de orina a 1485 pl de una solucién de cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo en 300 mM de
tampén de fosfato (pH 12,4) para obtener la muestra procesada. Se tomaron las imagenes de 165 ul de la muestra
procesada por la camara descrita en el ejemplo 1.

La figura 9 proporciona imagenes de las muestras generadas por una camara que muestran una cantidad de
creatinina, por ejemplo, que oscila desde 0 hasta 1000 mg/dl.

Se afiadieron otros 165 pl de muestra de orina a 2475 pl de una solucién de reactivo violeta de pirocatecol (violeta
de pirocatecol 0,28 mM, molibdato de sodio 0,16 mM, acido succinico 120 mM, y oxalato de sodio 1mM en agua
desionizada) para obtener la muestra procesada. Se obtuvieron imagenes de 165 pl de la muestra procesada tal
como se describe en lo anterior. La velocidad del obturador de la muestra procesada se compara con una curva
estandar, que se obtiene representando graficamente las velocidades del obturador contra las concentraciones de
proteinas conocidas. La correlacién a modo de ejemplo de la relacién entre la cantidad conocida de proteina (por
ejemplo, que oscila desde 0 hasta 500 mg/dl) y la velocidad del obturador medida segin un método de la divulgacién
se proporciona en la figura 10.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiere de otra manera, la palabra
“‘comprenden” e “incluyen” y variaciones (por ejemplo, “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que incluye”) se
entendera que implica la inclusién de un componente, caracteristica, elemento, o paso o grupo de componentes,
caracteristicas, elementos o pasos citados pero no la exclusién de cualquier otro niUmero entero o paso o grupo de
ndmero enteros o pasos.

Tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “uno/a”, “el” y
“la” incluyen referentes en plural a menos que el contexto lo indique claramente de otra manera.

La descripcion detallada anteriormente describe varias caracteristicas y funciones de los sistemas, dispositivos, y
métodos divulgados con referencia a las figuras adjuntas. Aunque se han divulgado varios aspectos y realizaciones
en el presente documento, otros aspectos y realizaciones seran evidentes. Las diversas realizaciones divulgadas en
el presente documento son para propésitos de ilustracién solamente y no se pretende que sean limitantes,
indicandose el alcance real por las siguientes reivindicaciones.

En las figuras, simbolos similares identifican habitualmente componentes similares, a menos que el contexto lo
indique de otra manera. Las realizaciones ejemplares descritas en la presente y en las figuras no se proponen ser
limitantes. Pueden usarse otras realizaciones, y se pueden hacer otros cambios, sin apartarse del alcance del
contenido presentado en la presente. Se entenderé facilmente que los aspectos de la descripcién, como se describe
en general en la presente, y se ilustra en las figuras, se puede disponer, sustituir, combinar, separar, y designhar en
una amplia variedad de diferentes configuraciones, todas de las cuales se contemplan explicitamente en la presente.
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Se hace constar que con razén a esta fecha, el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la practica la
presente invencion, es el que resulta claro a partir de la presente descripcidn de la invencién.
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REIVINDICACIONES

Método de medicién de una concentracién de un analito o proteina total en una muestra, comprendiendo el
método:

poner en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico para obtener una muestra procesada;
enfocar una cdmara que comprende una abertura en la muestra procesada,;

abrir la abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de Iuz
predeterminada de la muestra;

medir el periodo de tiempo; y
correlacionar el periodo de tiempo con la concentracién del analito o la proteina total en la muestra.
Método segun la reivindicacion 1:

en el que se pone en contacto la muestra con un reactivo colorimétrico y un reactivo de precipitacién de
proteina para obtener una muestra procesada que comprende un precipitado de proteina;

y que comprende las etapas adicionales de

determinar la concentracién de proteina total al

generar una imagen de la muestra procesada por una camara;

medir un nimero de pixeles que se correlaciona con el precipitado de proteina en la imagen; y

correlacionar el nUmero de pixeles con una curva estandar para obtener la concentracién de proteina total
en la muestra.

Método segln la reivindicacién 1, en el que el analito se selecciona de ion de calcio, ion de potasio, ion de
cloruro, ion de sodio, glucosa, lactato, creatinina, creatina, urea, acido Urico, etanol, albumina, fosfatasa
alcalina, colesterol, piruvato, B-hidroxibutirato, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, y
cetilcolinesterasa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 3, en el que el reactivo colorimétrico es 2,4,6-
trinitrofenol y una base; o el reactivo colorimétrico es 3,5-dinitrobenzoato de metilo, acido 3,5-
dinitrobenzoico, o cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo, y una base o un tampén basico; o el reactivo colorimétrico
comprende cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo; o el reactivo colorimétrico es un sistema de reactivos que
comprende iones cupricos, un hidroperéxido, y un tinte oxidable, opcionalmente en el que el reactivo
colorimétrico es uno o mas de glucosa oxidasa, hexocinasa, tartrato de cobre alcalino, ferricianuro alcalino,
y peroxidasa de rabano picante, o en el que el reactivo colorimétrico es verde de bromocresol, o en el que
el reactivo colorimétrico es un sistema de reactivos que comprende fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo
(BCIP) y nitroazul de tetrazolio (NBT), o en el que el reactivo colorimétrico comprende violeta de pirocatecol,
cloruro de bencetonio, y rojo de pirogalol.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, en el que la muestra es una muestra de orina.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 — 5, que comprende ademas generar una imagen de la
muestra procesada usando la cantidad predeterminada de luz recolectada de la muestra procesada.

Método segln la reivindicacidén 6, en el que se obtiene la imagen de la muestra procesada a partir de un
portaobjetos que comprende la muestra procesada, opcionalmente en el que la imagen es una imagen en
blanco y negro.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 — 7, que comprende ademas mostrar la imagen de la
muestra procesada en una interfaz de usuario.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 8, en el que la cantidad de luz predeterminada puede
obtenerse al llevar a cabo independientemente uno, dos, o tres experimentos empiricos usando una
muestra patrén que tiene una concentracién conocida del analito o la proteina total.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 9, en el que la cantidad de luz predeterminada es
constante, o en el que la cantidad de luz predeterminada se selecciona por un usuario de la camara,
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opcionalmente en el que la camara comprende un filtro, ademas opcionalmente en el que el filtro esta
configurado para hacer pasar longitudes de onda que corresponden a un intervalo de longitud de onda del
color que resulta de la reaccion entre el reactivo colorimétrico y la muestra.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 — 10, en el que la camara comprende una funcién de
exposicion automatica, y en el que la medicién del periodo de tiempo en el que la abertura esté abierta
comprende determinar el periodo de tiempo usando la funcién de exposiciéon automética.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 — 11, en el que la cAmara comprende un sensor, y en el
que la apertura de la abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz
predeterminada de la muestra comprende:

abrir la abertura;

detectar por el sensor una cantidad de luz recolectada por la camara,;

determinar si la cantidad de luz recolectada por la cdmara es sustancialmente equivalente a la cantidad de
luz predeterminada; y

cerrar la abertura después de determinar que la cantidad de luz predeterminada se ha recolectado por la
camara.

Método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 — 11, en el que la cAmara comprende un sensor, y en el
que la apertura de la abertura durante un periodo de tiempo suficiente para recolectar una cantidad de luz
predeterminada de la muestra comprende:

abrir la abertura durante un periodo de tiempo para recolectar una cantidad de luz de la muestra procesada;
cerrar la abertura;

medir la cantidad de luz recolectada de la muestra procesada por el sensor,

determinar si la cantidad de luz recolectada de la muestra procesada es sustancialmente equivalente a la
cantidad de luz predeterminada;

abrir la abertura durante un segundo periodo de tiempo si la cantidad de luz recibida de la muestra no es
sustancialmente equivalente a la cantidad de luz predeterminada, en el que el segundo periodo de tiempo
es diferente al primer periodo de tiempo; y

correlacionar el segundo periodo de tiempo en el que la abertura esta abierta con la cantidad de luz
predeterminada para obtener la concentracién del analito o proteina total en la muestra.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 13, en el que el analito es creatinina, y que comprende
ademés, opcionalmente, determinar la razén de proteina:creatinina de la muestra basada en al menos la
concentracién de creatinina en la muestra y la concentracién de proteina total en la muestra.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 14, que comprende ademés hacer una determinacién

de salud basada en al menos la concentracién del analito, proteina total, 0 una combinacién de los mismos
en la muestra.

20



ES 2984720 T3

PONER EN CONTACTO LAMUESTRA CON UN REACTIVO &
COLORIMETRICO PARA OBTENER UNA MUESTRA PROCESADA

% ey 102

ENFOCAR UNA CAMARA QUE COMPRENDE UNA ABERTURA §
EN LA MUESTRAPROCESADA

Y 1S
ABRIR LA ABERTURA DURANTE UN PERIODC DE TIEMPC  §
SUFICIENTE PARA RECGLECTAR UNA CANTIDAD DE LUZ

FREDETERMINADA DE LAMUESTRA

Y- 104

MEDIR EL PERIODO DE TIEMPO EN EL QUE ESTA
ABIERTA LAABERTURA

\J \:

f”’f’

CORRELACIONAR EL PERIQDO DE TIEMPQO EN EL QUE ESTA
ABIERTA LA ABERTURA CON LA C CONCENTRACION
DEL ANALITO O LA PROTEINA TOTAL EN LA MUESTRA

| GEMERAR UNA IMAGEN DE LA MUESTRA PROCESADA
POR LA CAMARA

G7
! MEDIR UN NUMERQ DE PIXELES QUE SE CORRELACIONA
i COMN EL PRECIPITADO DE PROTEINA EN LA IMAGEN

108

P

CORRELACIONAR EL NUMERQ DE PIXELES CON UN NE)MERG:%
DE PIXELES PREDETERMINADO FARA OBTENER LA g
CONCENTRACION DE PROTEINA TOTAL EN LAMUESTRA

pevevy

Figura 1

21



ES 2984720 T3

e .
)c».t.\\b$e

Figura 2

22



ES 2984720 T3

Sin muestira

2000 mgid] Pro
1000 mgdd! Cre

23



ES 2984720 T3

{Creatinina] mg/d]

.

B
o

4A

W
X
)
%
X

S
RN
RN

N

Figura

ofpawoid JopeEs

Bl pERIDOIY,

48

Figura

24



ES 2984720 T3

;f‘\w__, 5

PONER EN CONTACTO LA MUESTRA CON UN REACTVO ~ §
COLORIMETRICO PARA OBTENER UNA MUESTRA PROCESAD

\"'-‘-w

ENFODAR UNA CAMARA QUE COMPRENDE UNA ABERTURA |
EN LA MUESTRA PROCESADA {

ABRIR LA ABERTURA DURANTE UN PERIODO DE TIEMPC  §
PREDETERMINADQ EN EL QUE EL TAMANO DE LA ABERTURAS
ES SUFICIENTE PARA RECOLECTAR UNA CANTIDAD DE LUZ ¢
PREDETERMINADA DE LA MUESTRA i

MEDIR EL TAMANO DE LA ABERTURA

] o

CORRELACIONAR EL TAMANO DE LA ABERTURA CON
LA CONCENTRACION DEL ANALITO EN LA MUESTRA

| GENERAR UNA IMAGEN DE LA MUESTRA PROCESADA e 508
| POR LA CAMARA

CON EL PREE F%TADC} DE ?RDTEENA EN LA .MAGEN
'H

CORRELACIONAR EL NUMERD DE PIXELES CON UN NUMERO §
DE PIXELES PREDETERMINADO PARA OBTENER LA .
CONCENTRACION DE PROTEINA TOTAL EN LA MUESTRA

[ e e
i
E
E

Figura 5

25



ES 2984720 T3

250 mgfd!

128 mgfdi

A

X

3 e
R

\:\\\§ R

R

RN

o R
TR

25 mgidl 15,825 mg!

o

R N
NN AR

RN
SINRY:

:
S
S

AN

R? = (.996

Respuesta

cerevissobes

N N A DI ER
et ey S N 30

E‘Prl}l mg/at

F

gura 6B

26



ES 2984720 T3

3
&
<
2
)
a1
o
o
£

|

60—

""""""""" Dispositive 733
informatico 134

T2 | mstrucciones 752

Figura7

27



ES 2984720 T3

b
3
H

JreTeTe

5%
Wk

L

3

Hedrige
g
i,

{sw)
isocxs ap odwsiy

e
7
Z

I+ 4
P

AN

ST

O

S anaaRns

RN

Glucosa (mM)

Figura 8A

28



ES 2984720 T3

S,

&

o
¥

5
]

(st}
uoimsodxe ap odwar |

o o

g

)

Al

Figura 8B

29



ES 2984720 T3

................................

- {sw)
ugrisodxs ap odwer g

Fosfatasa alcalina {ng/mi)

k)

Figura 8C

30



ES 2984720 T3

@vlv ” 200 1000
mg/dt g/l mg/di

Figura 9

e

S

T3

fiad

dews

=

el

3
2w
B

o ;
=]
g i
>

® &

& LY 20 30

Proteina {mg/dl}
Figura 10

31



Respuesta

vl

L% ]

o

B

ES 2984720 T3

Canales de imagenss {2)

Cuadféﬁca muit‘ivaﬁiante (3)

Figura 11A

L33
"

Concentracion de proteina

Figura 11B

32

.
L3
-
L] 2
M ]
3 H
™ g H
N . : ke
S
b :
. i i
: 3 N .
£ .
& ‘ 5
.
k4 § E *
E <
E H
¥ ‘
{ &
£
y §
* F <
5 <
¥ * .
L) -
b3 =
§ 3
x ¥
¥
:
pall ¥
3
* :@‘-‘* ¥
............ st N e " R
&8N SAR A &My N
i i 400 Rt




ES 2984720 T3

- A o0 % D L A r

Al MAET Ve TG % -

B K R

e RN AW &

e WM H &

a

L

Eao
Wi

LAy

&
A0
EEY

&
L

% L] EL R T - -«
L4 a R EEER
€ - st ke L €W A..ss.r‘
i A
R o
B MR & W AR

v g . e
£ Ei 4475 ] L
T Lats e g Eere)
= Lesssd i T Laess]

e1sandssy

de proteina

Figura 11C

cion

Concenira

e proteing

{’}
150

O

N

RORINGIES BUIDI0I Bp UOIIBIUBIU0T

@
£

1B

Concentracion de prateina real

Figura 11D

33



ES 2984720 T3

Capturacion de imagenes (1)

Canales de imagenes (2) Canales de imagenes {2)

Red neural artificial (3)

Figura 12A

3 Funciones de
“aohivacion” no linsal

Capas ocultadas

Figura 12B

34



Wator de caracieristica, transfrmacion

fmica

2

iona

u ¥ 7 normalizados

ES 2984720 T3

Distribucidn de caracteristivas frente a [pro] cusntil

hbosssedusttssstsssire

rd
;
Z
e

{orot cuantd |

1

3

fteel

predice

— prediccion

objetivo

Figura 12D

35




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - CLAIMS
	Page 20 - CLAIMS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS

