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RESUMEN

En el presente trabajo de Fin de Master se ha estudiado la respuesta térmica y temporal ante
la produccién de hipertermia dptica al aplicar radiacion laser sobre nanoestrellas de oro. Para ello se
ha realizado un estudio experimental sobre dos lineas celulares distintas y un modelo computacional
del tejido cutdneo.

La hipertermia dptica es una técnica utilizada en el tratamiento de cancer cutdneo, que es
uno de los mas incidentes entre la poblacidn caucasica. Esta técnica se basa en la aplicacidon de un
haz de luz sobre tejidos tumorales con la finalidad de elevar su temperatura y provocar la muerte
celular. Para que este proceso se pueda realizar se administra una concentracién de nanoparticulas
metalicas en la zona tumoral. Este tipo de nanoparticulas estdn disefiadas para que la resonancia de
plasmén de superficie se encuentre en la misma longitud de onda que el haz de luz.

Los ensayos sobre cultivos celulares se han realizado para verificar el correcto
funcionamiento de un equipo de hipertermia 6ptica administrando nanoparticulas previamente
disefadas. La finalidad de estas pruebas experimentales es conocer la toxicidad de las nanoestrellas
utilizadas y estudiar el efecto de producir hipertermia éptica sobre dos lineas celulares distintas.

Como paso previo a la utilizacién del equipo sobre tejido cutaneo, se ha desarrollado un
modelo computacional de una zona cancerigena con el objetivo de optimizar los parametros de
hipertermia en una situacion real. Esta ventaja de la simulacion computacional permite estudiar qué
valores lograran el objetivo deseado: elevar la temperatura de una zona dafiada sin afectar las zonas
sanas. Los parametros estudiados son la concentracién de nanoparticulas, la potencia del haz de luz,
el tiempo de irradiacidn y el radio de aplicacidn.

Los resultados experimentales muestran que el equipo de hipertermia éptica consigue causar
un incremento de la temperatura en el medio de cultivo objetivo, lo que corrobora que se consigue
el efecto correcto. Ademas, se determina la toxicidad de las nanoparticulas para evitar que la muerte
celular se vea asociada a una concentracidn excesiva de estas en el cultivo celular.

A partir del desarrollo computacional y de los resultados obtenidos se comprueba que se
consigue replicar correctamente el comportamiento térmico del tejido cutdneo sometido a un
tratamiento de hipertermia dptica. Se estudia el comportamiento del tejido al variar los parametros
de interés y a partir de los distintos resultados obtenidos se ajustan los parametros del equipo para
conseguir obtener los resultados mas éptimos en el tratamiento.

Palabras clave: hipertermia dptica, nanoestrellas de oro, cancer cutaneo, concentracion,
tiempo de irradiacion.
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RESUM

En aquest treball de Fi de Master s’ha estudiat la resposta térmica i temporal davant la
produccié d’hipertérmia optica en aplicar radiacié laser sobre nanoestrelles d’or. Per tal de dur-ho a
terme, s’ha realitzat un estudi experimental sobre dos linies cel-lulars distintes i un model
computacional del teixit cutani.

La hipertéermia optica es una técnica utilitzada en el tractament de cancer cutani, que és un
dels més incidents entre la poblacié caucasica. Aquesta técnica es basa en |'aplicacié d’un feix de
llum sobre teixits tumorals, amb la finalitat d’elevar la seua temperatura i provocar la mort cel-lular.
Per a que aquest procés es puga realitzar s’administra una concentracid de nanoparticules
metal-liques en la zona tumoral. Aquest tipus de nanoparticules estan dissenyades per a que la
ressonancia de plasmé de superficie es trobe a la mateixa longitud d’ona que el feix de llum.

Els assajos sobre cultius cel-lulars s’han realitzar per a verificar el correcte funcionament d’un
equip d’hipertéermia oOptica administrant nanoparticules préeviament dissenyades. La finalitat
d’aquestes proves experimentals és conéixer la toxicitat de les nanoestrelles utilitzades i estudiar
I’efecte d’aplicar hipertérmia optica sobre dos linies cel-lulars distintes.

Com a pas previ a la utilitzacido de I'equip sobre teixit cutani, s’ha desenvolupat un model
computacional d’'una zona cancerigena amb I'objectiu d’optimitzar els parametres d’hipertéermia en
una situacié real. Aquest avantatge de la simulacié computacional permet estudiar quins valors
aconsegueixen |'objectiu desitjat: elevar la temperatura d’una zona danyada sense afectar les zones
sanes que I'envolten. Els parametres estudiats son la concentracié de nanoparticules, la poténcia del
feix de llum, el temps d’irradiacié i el radi d’aplicacio.

Els resultats experimentals mostren que I'equip d’hipertermia optica aconsegueix causar un
increment de la temperatura en el medi de cultiu objectiu, el que corrobora que s’aconsegueix
I'efecte correcte. A més a més, es determina la toxicitat de les nanoparticules per a evitar que la
mort cel-lular es trobe associada a una concentracid excessiva d’aquestes en el cultiu cel-lular.

A partir del desenvolupament computacional i dels resultats obtinguts es comprova que es
replica correctament el comportament térmic del teixit cutani sotmés a un tractament d’hipertérmia
optica. S’estudia el comportament del teixit cutani en variar els parametres d’interés i a partir dels
resultats obtinguts s’ajusten els parametres de I'equip per a aconseguir obtindre els resultats més
optims en el tractament.

Paraules clau: hipertéermia oOptica, nanoestrelles d’or, cancer cutani, concentracid, temps
d’irradiacié.
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ABSTRACT

In this Master’s Tesis, it has been studied the thermal and temporal response to the
production of optical hyperthermia when applying laser radiation on gold nanostars. In order to
develop this, it has been carried out an experimental study on two different cell lines and a
computational model to simulate skin tissue.

Optical hyperthermia is a technique used in the skin cancer treatment, which is one of the
most common among the Caucasian population. This technique is based on the application of a
beam of light on tumor tissues in order to raise its temperature and cause cell death. This process is
carried out by administrating a concentration of metallic nanoparticles in the tumor area. These
types of nanoparticles are designed so that the surface plasmon resonance is at the same wavelength
as the light beam.

Cell cultures tests have been developed to verify an optical hyperthermia equipment and
nanoparticles previously designed. The purpose of these experimental tests is to know the toxicity of
the nanostars used and to study the effect of applying optical hyperthermia on two different cell
lines.

As a preliminary step, a computational model of a cancer volume has been designed with the
aim of optimizing hyperthermia parameters in a real situation. The advantages of computational
simulation make it possible to study which are the optimal values in order to achieve the desired
objective: to raise the temperature of a damaged area without affecting healthy tissue. The
parameters studied are nanoparticles concentration, the power of the light beam, the irradiation
time and the application radius.

Experimental results show that the optical hyperthermia equipment manages to cause an
increase in temperature in the target culture medium, which corroborates that the correct effect is
achieved. In addition, it is possible to determine the toxicity of the nanoparticles to prevent cell
death from being associated with an excessive concentration in the cell culture.

From the computational development and obtained results, it is verified that the thermal
behavior of the skin tissue subjected to an optical hyperthermia treatment is successfully replicated.
It is studied the behavior of the tissue by varying the interest parameters and, based on the different
results the parameters of the equipment are adjusted to obtain the most optimal results in the
treatment.

Key words: optical hyperthermia, gold nanostars, skin cancer, concentration, irradiation time.
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CAPITULO 1: Motivacidn, antecedentes y justificacion

El cancer de piel es uno de los mas comunes entre la poblacién caucasica. A medida que la
medicina avanza se intentan establecer nuevos métodos de tratamiento que permitan obtener unos
resultados dptimos de forma mas segura.

La nanomedicina es empleada en el tratamiento de distintas enfermedades, asi como en la
obtencidon de imagenes médicas. Las propiedades de los materiales y de los tejidos varian a pequefia
escala y permiten obtener buenos resultados mediante tratamientos minimamente invasivos.

Distintos procedimientos incorporan nanomateriales y permiten eliminar riesgos existentes en
técnicas convencionales. A partir de esta condicidn surge el interés de aplicar un procedimiento de
estas caracteristicas en el tratamiento de cdncer cutaneo, con la finalidad de complementar técnicas
convencionales.

La hipertermia dptica es una técnica utilizada en el tratamiento de zonas cancerigenas para
provocar la muerte celular sin ocasionar dafios adicionales en los tejidos sanos. Ademas, permite

discriminar entre zonas debido a las diferencias fisioldgicas existentes entre areas dafiadas y sanas,

como la vascularizacion.

El Instituto Interuniversitario de Investigacion de Reconocimiento Molecular y Desarrollo
Tecnolégico de la Universidad Politécnica de Valencia ha desarrollado distintos equipos de
hipertermia dptica, asi como las nanoparticulas utilizadas en esta técnica. La idea de este Trabajo Fin
de Maser surge a partir del interés de verificar uno de los equipos experimentales disefiados, para
comprobar su aplicacién real en este ambito. Ademas, se quiere conocer qué parametros se tienen
que tener en cuenta para ampliar las fronteras de aplicacidn al tratamiento sobre tejido celular.

En estudios previamente realizados por el mismo equipo de investigacién, se ha comprobado
el efecto de aplicar hipertermia Optica sobre nanoparticulas de distintas morfologias vy
composiciones. En el proyecto llevado a cabo por Roberto Montes-Robles et al., se estudia la
respuesta térmica experimental ante la aplicacion de hipertermia utilizando un equipo de bajo coste,
que tiene diferencias significativas respecto al utilizado en el presente trabajo [1].

Ademas, en estudios realizados por Andy Hernandez et al., se disefian nanoestrellas de oro de
caracteristicas concretas para este tipo de equipos de hipertermia [2] [3].

En el trabajo de José Manuel Terrés et al., se desarrolla el equipo de hipertermia dptica
utilizado en el presente Trabajo de Fin de Mdser, con algunos elementos novedosos respecto a
estudios anteriores como la posibilidad de variar la potencia de aplicacion, el ajuste de la posicion de
la muestra y el ancho de pulso del laser de irradiacién [4].

A partir de las investigaciones citadas con anterioridad surge la necesidad de comprobar el
funcionamiento del equipo disefiado en un escenario de aplicacién real. Para verificar el correcto
funcionamiento del equipo se tiene que comprobar si realmente se consigue el efecto deseado, que
es elevar la temperatura de la zona de interés.

Ademas, se quiere conocer la respuesta temporal de la temperatura variando los parametros
de interés para conocer si existe alguna limitacion a la hora de extrapolar el uso de este equipo a
pruebas sobre tejido cutdneo y si es asi, que pardmetros seria necesario modificar.
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CAPITULO 2: Introduccién y estado del arte

2.1. Cancer de piel

El cdncer de piel es el cdncer maligno mas comun entre la poblacidn caucasica y se divide en
dos variantes: el melanoma maligno y el cdncer cutdneo no melanoma.

La incidencia de este tipo de cancer en la poblacidén se ha visto fuertemente incrementada
durante las ultimas décadas [5] [6].

2.1.1. Cancer cutaneo no-melanoma

El cancer cutdneo no melanoma es el mas comun dentro del cdncer de piel. Su incidencia no se
encuentra ligada al sexo y se relaciona directamente con la exposicion solar. Tiene diversas variantes
entre las cuales se encuentran las neoplasias queratinociticas, que se pueden clasificar a su vez en
carcinoma basocelular y espinocelular y tumores menos comunes como los linfomas cutaneos,
carcinoma de células de Merkel, etcétera. A pesar de que este cancer no suele producir metastasis,
tiene una alta morbilidad asociada, sobre todo cuando no es diagnosticado y por tanto tratado de
forma correcta [7].

2.1.1.1. Epidemiologia

El cancer cutdneo no-melanoma de tipo carcinoma basocelular (CB) es el mas comun
diagnosticado en caucdsicos. Muestra una mayor incidencia anual en paises como Australia y su
incidencia en Europa y Estados Unidos es creciente. Afecta sobre todo a gente joven por sus habitos
de exposicion solar [7].

Por otro lado, el carcinoma espinocelular (CE) es el que produce la mayor cantidad de muertes
dentro del cancer de piel no-melanoma. Es mucho menos frecuente y suele afectar a hombres
mayores de piel tipo I. Su incidencia aumenta después de los 40 afos. La probabilidad de sufrir este
tipo de cancer también se ve incrementada por la exposicién intensa al sol [7].

2.1.1.2. Etiologiay patologia

Tal y como se ha explicado con anterioridad, el principal factor de riesgo de este cancer es la
exposicién a la luz ultravioleta (UV) [8]. Por ejemplo, podrian aparecer carcinomas basocelulares
después de exposiciones prolongadas al sol que pueden perjudicar el ADN celular. Ademas, es
posible que se produzcan mutaciones en genes de supresién tumoral [7].

Existen dos tipos de alteraciones: las de expresiones génicas y las de genes relacionados con
enzimas, funciones estructurales y moléculas de adhesion. Las primeras son muy variadas mientras
que las segundas se suelen encontrar en la mayoria de tumores [7].

2.1.1.3. Diagndstico

El cancer de piel no-melanoma puede presentar diferentes formas como la modular, la
morfeiforme o la quistica. El diagndstico de este tipo de cancer se realiza en primer lugar a partir de
sus caracteristicas morfoldgicas [7].

Una de las técnicas utilizada cominmente para su diagnostico es la dermatoscopia, que es un
procedimiento no invasivo que permite discriminar el tejido maligno del benigno [7].
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2.1.1.4. Tratamiento

El tratamiento del cdncer cutaneo no melanoma pretende realizar una destruccién o remocién
completa del tumor preservando el tejido normal y su funcionalidad. Es también aconsejable lograr
un resultado cosmético optimo. Aunque se deben tener en cuenta los puntos citados, lo mas
importante es la remocién completa del tumor y se tendrd que realizar aunque afecte a alguno de los
otros puntos [9] [10].

El carcinoma basocelular se trata mediante los distintos métodos que se especifican a
continuacién:

- Electrocoagulacién: se utiliza para tumores nodulares de bordes bien definidos que se
encuentran en la dermis superior y no estan situados en zonas de alto riesgo. Deben tener
menos de 1 cm de didmetro [7].

- Extirpacion quirudrgica: se trata de un procedimiento que obtiene una rdpida cicatrizacién y
gue por tanto presenta buenos resultados cosméticos. Se puede utilizar en cualquier
variedad o localizacion del CB [7].

- Cirugia micrografica de Mohs: mediante este procedimiento se consigue una mejora en el
control histolégico y la mayor preservacién de tejido sano. Se aplica sobre CB con
caracteristicas agresivas y en areas de alto riesgo [7].

- Radioterapia: permite conservar el tejido sano y se utiliza en zonas que necesitan grandes
cirugias reconstructivas. Es de gran utilidad para pacientes de edad avanzada que no pueden
soportar otro tipo de tratamiento. Presenta resultados positivos en lesiones de 1 cm vy
menores, sobre todo cuando se utiliza de forma fraccionada. Pese a sus ventajas no se
aconseja para pacientes jovenes [7].

- Criocirugia: en este procedimiento se alcanzan temperaturas de hasta -50 °C. Se pueden
necesitar dos ciclos para conseguir esta temperatura. En todos los casos el tumor debe tener
un margen de piel aparentemente sana para compensar el crecimiento subclinico. Es
aplicado en pacientes con un mal estado de salud que toman anticoagulantes o utilizan
marcapasos [7].

- Laser: mediante laseres de CO, se consigue cortar el tumor sin afectar la muestra. Ademas,
coagula la zona e incluso es capaz de eliminar el cartilago o hueso en caso de ser necesario.
Entre las distintas ventajas de esta técnica se encuentra la rdpida cicatrizacién y el bajo
riesgo de infeccidn, ya que esteriliza cuando corta [4]. Este tipo de tratamiento es alternativo
pero su eficacia clinica es viable [11].

- Terapia fotodindmica: esta terapia se basa en la aplicacion de un fotosensibilizante
endovenoso sobre el tumor, tépico o intralesional. Después se aplica una fuente de luz que
activa y produce necrosis. La principal ventaja es que el tejido sano permanece intacto. El
principal inconveniente es la penetracion y por tanto, se suele utilizar en la variedad
superficial [7].

- Modificadores de respuesta inmune: se utilizan de forma Odptica y presentan una mayor
eficacia en CB superficial que en nodular [7].
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2.1.2. Cancer cutaneo melanoma

Esta variante de cancer cutaneo se caracteriza por ser el tumor mas maligno de la piel. Se
produce a causa de la transformacién maligna de los melanocitos en la unidén dermoepidérmica o en
algunos novomelanocitos que se vuelven invasivos, produciendo metastasis a lo largo del tiempo [12]
[13].

2.1.2.1. Epidemiologia

Diversos estudios indican el incremento de la apariciéon del melanoma, clasificandose como la
neoplasia maligna mas frecuente. Es la principal enfermedad mortal originada en la piel. Dentro del
total de personas que sufren alguno de los distintos tipos de cancer de piel, este produce el 80% de
las muertes [12] [14].

2.1.2.2. Etiologiay patogenia

Aunque la causa y patogénesis del melanoma es desconocida se ha demostrado la influencia
de la predisposicién genética y la exposicion solar, siendo la segunda la principal causa. Es el principal
problema en caucasicos de piel tipo | y Il. Pueden influir incluso quemaduras solares durante la
infancia y la exposicidn solar intermitente. Por tanto, se tiene que tener en cuenta la radiacién UV
acumulada. Otras posibles causas son la existencia de lesiones precursoras y antecedentes familiares
[13].

2.1.2.3. Formas clinicas

Se puede realizar una clasificacién de las distintas variantes de melanomas segun la frecuencia,
la zona, el crecimiento radial y el vertical. En la Tabla 1 se especifica cada una de ellas [13].

Tabla 1. Tipos principales de melanoma [13].

Tipo Frecuencia Zona Crecimiento radial Crecimiento vertical
(%)
Diseminacion 70 Cualquier zona, De meses a dos Tardio
superficial extremidades anos

inferiores, tronco

Nodular 15 Cualquier zona,  Ningun crecimiento Inmediato
tronco, cabeza, radial clinicamente
cuello perceptible
Melanoma 5 Cara, cuello, Afos Muy tardio
lentigeno dorsos de las
manos
Melanoma 5-10 Palmas, plantas, De meses a aios Temprano, pero
lentiginoso acral debajo de las reconocimiento tardio
ufias
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2.1.2.4. Diagnéstico

El diagndstico del cdncer cutaneo se realiza teniendo en cuenta cinco signos principales, que se
explican en la regla del ABCDE [13].

- Asimetria de forma: se tiene en cuenta si ambas partes son simétricas.

- Bordes: se estudia si los bordes del melanoma son irregulares o si en cambio estan bien
definidos.

- Color: se considera tanto si la distribucion de color es uniforme como las distintas variedades
de marrdn, negro, azul, rojo y blanco.

- Diametro: cambios en el tamafio, color y forma pueden indicar que la lesién es diferente a
otras zonas pigmentadas del cuerpo.

- Elevacién: se estudia la distorsion de la superficie con la iluminacion lateral. El signo mas
importante dentro del melanoma maligno es el aumento de la medida de la lesién.

La metastasis melanoma (MM) es bastante agresiva por lo que es crucial realizar un
diagndstico correcto lo mas pronto posible. Por lo que hace a otras técnicas de diagndstico, se
utilizan a menudo biopsias de incisién y biopsias de aspiracién de aguja fina. Ademas, se combina el
diagnostico fotodindmico (PDD) y terapia fotodinamica (PDT) que utiliza un fotosensibilizador, de
forma que si este es excitado mediante una luz de baja longitud de onda se utiliza como diagndstico
no destructivo fluorescente [15].

2.1.2.5. Tratamiento

Los tratamientos para el cancer cutaneo melanoma son muy variados. Algunos se enfocan en
la terapia del melanoma, como la inmunoterapia. Otros se centran en su extirpacién. Tal y como
ocurre en otros tumores la deteccidn temprana y el tratamiento adecuado son cruciales para
conseguir resultados dptimos [16].

Los distintos tratamientos se exponen a continuacion:

- Cirugia: se pueden realizar distintas incisiones como la completa, la de Mohs, la amputacidn
o la diseccion del nodo de Lymph. El tipo de cirugia que se aplique dependera del tamario del
cancer, la agresividad y el lugar en el que se encuentre situado [17].

- Inmunoterapia: gracias a la introduccién de nuevas tecnologias los prondsticos del
tratamiento de la metastasis del melanoma han incrementado positivamente. A partir del
descubrimiento de inhibidores del punto de control inmunitario se prolongd la supervivencia
en pacientes con melanoma metastatico [18]. La inmunoterapia utiliza la medicina para
conseguir que el propio sistema inmune de una persona reconozca y elimine las células
cancerigenas de forma eficiente. Por esta razén se utilizan inhibidores del punto de control
inmunitario como los PD-1, los CTLA-4, etcétera [17].

- Farmacos de terapia: estos farmacos se dirigen a partes concretas de las células del
melanoma, a diferencia de farmacos utilizados en quimioterapia que atacan todas las células
con crecimiento anormal [17].
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- Quimioterapia: esta terapia suele ser secundaria, después de otros tratamientos. Se utilizan
farmacos que viajan por el torrente sanguineo y destruyen las células cancerigenas. Esta
técnica no resulta tan util para el tratamiento del melanoma como para el tratamiento de
otros tipos de cédnceres. La quimioterapia puede causar distintos efectos secundarios como la
pérdida de pelo o de apetito, aumento del riesgo de infecciones, etcétera [17].

- Radioterapia: se utilizan rayos de alta energia. Aunque no es aplicable a todo tipo de
melanoma si que resulta util en varias situaciones como después de la cirugia sobre zonas
con ganglios eliminados para evitar que el cancer se vuelva a reproducir [17].

- Tratamiento mediado por nanoparticulas: varios estudios se centran en la aplicacién de
nanoparticulas en el tratamiento del melanoma cutdneo. Las nanoparticulas se
biofuncionalizan de forma que contienen un farmaco que permite mejorar el efecto de otras
terapias, como por ejemplo la quimioterapia [19]. Se utilizan en otras terapias como la
fotodindmica, la fototérmica, en radioterapia e incluso en terapia génica [20].

2.2. Nanoparticulas

La investigacion y utilizacion de nanoparticulas como via de diagndstico y tratamiento se ha
visto incrementada durante las ultimas décadas.

Las nanoparticulas tienen que presentar ciertas condiciones de biodegradacion, eliminacion y
toxicidad. El principal objetivo de las nanoparticulas con fines terapéuticos es conseguir dirigir un
farmaco a la zona de interés, de forma que este se centre en la zona patolégica dejando libres tejidos
y érganos sanos. Las nanoparticulas son utilizadas también en distintas modalidades de imagen no
invasiva como el MRI, ultrasonidos, imagen dptica o fotoacustica [21].

A parte de servir como via para liberar medicamentos en ciertas zonas, las nanoparticulas
también ejercen la funcidon de biomarcadores. Todo esto es posible gracias a las diferencias entre el
tejido sano y el cancerigeno, como la hiperpermeabilidad o la hipervascularizacién [22] .

Ademas, las nanoparticulas son utilizadas en técnicas térmicas debido a que generan calor
cuando son irradiadas, lo que provoca la muerte de tumores malignos [23].

2.2.1. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas adoptan distintas funcionalidades dependiendo de su medida, forma vy
estado de agregacion. En concreto las nanoparticulas de oro tienen un alto coeficiente de absorcién
de rayos X y facilidad de sintesis y manipulacién, que permite el control fisicoquimico [23].

Se pueden dividir en tres clases principales:
- Unidimensionales: nanotubos o nanocables.
- Dimensionales: placas como estrellas, pentadgonos o cuadradas.

- Tridimensionales: nanodendritas de oro.
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2.2.1.1. Propiedades y sintesis

Las nanoparticulas de oro tienen propiedades que las hacen idéneas para las aplicaciones
biomédicas como la biocompatibilidad, la gran relacion superficie/volumen que presentan, la baja
toxicidad y sus propiedades optoelectrénicas [23].

Las propiedades fisicas, como la banda de resonancia de plasmén de superficie (SPR) de las

nanoparticulas de oro vienen determinadas por sus caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas [23].

Este tipo de nanoparticulas se suelen utilizar en técnicas colorimétricas ya que su medida
afecta al color en las de tipo coloidal [23].

Un pardmetro importante en distintos tratamientos es el tamafo de las particulas, ya que
medidas de entre 20 nm y 60 nm presentan mayor captacion, pero producen a su vez unos efectos
mas toxicos. En cambio, particulas con tamafios mas reducidos (entre 5 nm y 10 nm) se excretan
mayoritariamente por los riflones y las vias hepatobiliares [24].

Ademas, otro parametro a tener en cuenta en técnicas de aplicacidon de calor mediante un haz
de luz es la resonancia de plasmén de superficie. Esta resonancia se ve variada dependiendo de la
forma de las nanoparticulas. Es importante constatar que en terapias térmicas los diferentes tipos de
muerte celular provocan a su vez varias respuestas inmunitarias. En el caso de la aplicacion de calor
por encima de 47 °C durante 10 minutos se produce necrosis, que implica la muerte celular
inmunogénica. Esto confiere potencial inmunogénico, que puede producir la muerte de células
cancerosas que no han sido afectadas por la terapia y fomentar el desarrollo de la memoria
inmunitaria [24].

Hay distintos métodos para la sintesis de las nanoparticulas, entre los se encuentran los
métodos quimicos, fisicos y bioldgicos. Entre ellos se destaca la irradiacidn ultravioleta, procesos
termoliticos o métodos de reacciones quimicas en medios acuosos utilizando agentes reductores
[23].

En los métodos quimicos las restricciones se realizan en un medio acuoso, utilizando un agente
reductor como el citrato y el borohidruro de sodio. Un método ampliamente utilizado es el
Turkevich, ya que es simple, facil de sintetizar, de medida controlable y da estabilidad a las
nanoparticulas coloidales [23].

2.2.1.2. Aplicaciones

La nanomedicina se utiliza principalmente en la deteccion primeriza del cancer, asi como en su
tratamiento. Las caracteristicas principales que hacen que las nanoparticulas sean escalables a
aplicaciones biomédicas, tal y como se ha explicado con anterioridad, son la alta proporcion
superficie/volumen, su facil sintesis, su estabilidad y la no toxicidad [25].

Entre sus numerosas aplicaciones se destacan las siguientes:

- Terapia fototérmica: esta terapia también se conoce como ablacién térmica o hipertermia
Optica. Se utiliza para el tratamiento de cancer y es minimamente invasiva. Se aplica luz
sobre las nanoparticulas con mdxima absorcién en la zona visible o cerca de la region de
infrarrojo y se genera calor, que causa la muerte de los tumores [24].
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Es un tratamiento en desarrollo, donde se pretende incrementar la temperatura de una
superficie concreta para eliminar el tejido tumoral discriminando los tejidos sanos [25].

No se suele utilizar como terapia auténoma si no que se utiliza combinada con otras
modalidades de tratamiento y reforzada por imagenes médicas. Las nanoparticulas de oro
utilizadas en esta técnica pueden sensibilizar las células cancerigenas tanto en quimioterapia
como en regulacién génica e inmunoterapia a través del incremento de la permeabilidad
celular e intracelular [26].

- Imagenes de rayos X: en esta técnica las nanoparticulas son utilizadas como agentes de
contraste. Las nanoparticulas de oro tienen un alto coeficiente de absorcion de rayos X y
ademas, presentan una serie de ventajas como la facilidad de manipulacidn sintética y la no
toxicidad [23].

- Liberacion de medicamentos: estos tipos de nanoparticulas son capaces de transportar
diferentes tipos de medicamentos como los péptidos, proteinas y plasmidos de ADN. Las
nanoparticulas coloidales de oro son muy adecuadas para esta aplicacion [23].

- Sensado: se utilizan para la deteccién quimica y bioldgica de varios analitos, como iones
metalicos, aniones, moléculas, nucledtidos, etcétera... Estos sensores pueden ser
colorimétricos, basados en fluorescencia, eléctricos o electroquimicos entre otros [23].

2.3. Hipertermia

La hipertermia es un tratamiento que se caracteriza por la aplicacién de calor sobre problemas
oncoldgicos. Se suele combinar con otras técnicas como la quimioterapia, inmunoterapia o
radioterapia para aumentar su efectividad [27] [28].

Ademas, dependiendo de la administracién, la hipertermia puede ser local, regional o de
cuerpo entero. Para temperaturas mayores de 42 °C se produce un colapso de los vasos tumorales
que hace que el calor se atrape y provoque la necrosis o apoptosis de estos tejidos [28].

A continuacién, se explican brevemente las distintas variantes dentro de la hipertermia,
dependiendo de la fuente de calor que se utilice.

- Hipertermia magnética: esta variante de la hipertermia utiliza un campo magnético con
frecuencia y amplitud adecuadas para conseguir la liberacion de calor por parte de
mediadores inductivos. Las nanoparticulas utilizadas en este caso son magnéticas.

- Ultrasonidos localizados: esta técnica realiza una combinacién de la hipertermia dptica con
ultrasonidos para conseguir la radiosensibilizacidn [29].

- Hipertermia odptica: se produce un sobrecalentamiento localizado mediante un elemento
laser. En este tipo de tratamiento se tiene que tener en cuenta la SPR, la medida vy
configuracion de las nanoparticulas, la longitud de onda y la potencia de irradiacidn [30].
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2.3.1. Hipertermia dptica

El tratamiento de hipertermia dptica va ligado a una serie de condiciones. La concentracion de
nanoparticulas en el tumor es determinada y tiene que ser mayor que la de los tejidos sanos que lo
envuelven. Ademas, el nivel de particula de absorcidn que es el responsable de la cantidad de calor
aplicada intratumoralmente tiene que ser tolerable por los tejidos sanos [31].

Una caracteristica indispensable es que las nanoparticulas estén disefiadas de forma que
tengan la misma resonancia de plasmén de superficie que la longitud de onda del haz de luz. Asi, al
aplicar calor estas son excitadas y se produce el calentamiento de la zona [32].

La zona a tratar debe alcanzar una temperatura entre 42 °C y 44 °C para conseguir los efectos
de la hipertermia dptica.

Las nanoparticulas de oro utilizadas en esta técnica tienen unas caracteristicas determinadas
que se especifican a continuacion.

- Facilidad de sintesis.
- Facilidad de modificacién de la superficie.
- Excelente biocompatibilidad.

- Resonancia de plasmoén superficial: cuando se expone una particula metalica a la luz se
produce una oscilacién colectiva de electrones libres debido a la oscilacidn electromagnética
del campo de luz. Esto causa una separacion de la carga respecto a la red idnica, que forma
una oscilacion en el dipolo a lo largo de la direccién del campo eléctrico de la luz. La SPR
corresponde con la amplitud maxima de la oscilacion a una frecuencia determinada. Esta se
puede medir con un espectrometro de absorcién. La intensidad de esta depende del metal,
medida de la particula, estructura, composicién, etcétera [32].

2.3.2. Hipertermia éptica en COMSOL

El principal objetivo de los distintos estudios analizados para comprender la simulacién del
comportamiento del tejido bioldgico frente al aumento de temperatura localizado es determinar qué
pardmetros son los mas idéneos para conseguir la muerte celular minimizando los dafios producidos
en tejidos adyacentes. De esta forma se pueden escoger correctamente los pardmetros y predecir el
resultado de estos experimentos.

El parametro principal en este tipo de técnicas es la temperatura.

Un aspecto importante a tener en cuenta en los estudios fototérmicos es que la energia
radiante se comporta de cuatro formas diferentes en los tejidos bioldgicos. Una parte de esta energia
es reflejada por la superficie, sin causar ninglin efecto en el tejido. Otra porcion de luz se puede
transmitir, pero de forma atenuada y otra parte de la energia puede ser absorbida por un
componente del tejido y a partir de este, ser transferido al tejido. Finalmente, la luz restante puede
penetrar en el tejido sin causar un efecto significativo [33].

En el estudio realizado por Kawthar Shurrab et al., se desarrolla un modelo matematico que
permite estudiar la distribucidon de luz y comprobar qué pardmetros son los mas efectivos para el
tratamiento mediante hipertermia dptica. Ademas de determinar el tiempo y potencia dptimos del
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laser para el tratamiento en tejido bioldgico, se puede saber el efecto sobre el tejido adyacente para
prevenir posibles efectos adversos por exceso de calor. Se utiliza el software COMSOL para simular la
difusién de la luz y aplicar la ecuacion de biocalor sobre tejido animal. Este estudio tiene como punto
comun con la investigacién que se quiere realizar en el presente trabajo de Fin de Mdster que estudia
el efecto tanto de la potencia del |laser como de los tiempos de irradiacién [33].

En algunos estudios como el realizado por Nikolaos M. Dimitriou et al., se estudia mediante
simulaciones la correlacion existente entre la aplicacion de hipertermia mediada por nanoparticulas
de oro vy las predicciones de control de tumores tras el tratamiento, como la reduccién del tumor o la
muerte celular. En este tipo de estudios también se tienen en cuenta otras variables como el tamafio,
estructura y forma de las nanoparticulas. El espectro de absorcion de estas puede ser modificado
para cumplir los requisitos de distintas aplicaciones. Ademads, se investiga el efecto del tamafio,
forma y estructura de las nanoparticulas sobre la eficiencia de absorcién en el espectro dptico.
Ademas, se calcula la seccién transversal de absorcidon en nanoparticulas esféricas y nanocapas
mediante la teoria de Mie. Por otro lado, se presenta la respuesta tumoral durante un tratamiento
de hipertermia dptica mediado por nanoparticulas de oro [24].

En la investigacidn realizada por Ameneh Sazgarnia et al., se estudia la transferencia de calor
teniendo en cuenta la perfusidon sanguinea. La irradiacion del Iaser es pulsada y tiene una duracién de
milisegundos. Para el estudio se disefia un tumor con tejido circundante. El tumor se irradia con
distintos pulsos de laser, duraciones y fluencias. El desarrollo de este modelo completo se debe
estimar dependiendo de la vascularizacidn real de la zona que contiene el tumor. En este caso
concreto se trata el cancer de préstata y se utilizan nanoceldas [34].

Para realizar un estudio completo del efecto de la irradiacién se utiliza la ecuacidn de biocalor
de Pennes que permite anadir los efectos de la perfusién sanguinea. Esta ecuacidn también
incorpora la expresién de la energia del laser. Dependiendo del tipo de nanoparticulas y tratamiento
se pueden obtener valores distintos de los coeficientes de absorcién y dispersion [34].

Por lo que hace al volumen de la simulacién, se estudia el comportamiento sobre un cilindro
gue contiene una zona tumoral. Mediante el programa COMSOL se resuelven las ecuaciones de
biocalor. En este estudio en concreto se investiga el efecto de cambiar la longitud de onda sobre la
eficiencia de absorcién [34].

En el estudio realizado por Kawther Mohammad et al., se estudia el comportamiento térmico
tras aplicar calor sobre un cubo que contiene un tumor de 1 cm de didmetro. En este caso el haz
laser se mueve aumentando la superficie de aplicacion. Ademas, se aplica la ecuacion de biocalor
teniendo en cuenta los parametros caracteristicos del tejido en cuestién, como la densidad, el calor
especifico o la conductividad térmica. También se calcula el ratio de absorcién [35].

Entre los resultados se concluye que al aumentar el didametro de aplicacion de calor también se
aumenta la temperatura. La parte innovadora de este estudio es que aparte de tener en cuenta la
potencia del ldser y el tiempo de irradiacién también considera el aumento de la superficie de
aplicacion del laser [35].

Finalmente, el estudio llevado a cabo por Behnaz Gheflati y Nadia Naghavi realiza una
simulacidn completa de un tejido bioldgico humano y estudia la respuesta térmica ante la aplicacién
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de hipertermia en presencia de nanoparticulas, aplicando la bioecuacién de Pennes y la ley de Beer-
Lambert, tal y como se va a realizar en el presente Trabajo de Fin de Master [36].

2.3.3. Hipertermia dptica en entorno celular

Es importante conocer qué tipo de muerte celular provocan los tratamientos fototérmicos. La
muerte celular puede ser inducida, como en el caso de la hipertermia 6ptica, causando la apoptosis
celular. La apoptosis es un proceso interno que causa la activacidon de las proteinas capasas. Se
caracteriza morfolégicamente por la contraccidon citopldasmica, la condensacién de cromatina, la
fragmentacion del ADN y la formacion de cuerpos apoptdticos. La apoptosis preserva la integridad de
la membrana plasmatica [37].

Algunas veces las células apoptdticas pueden ser inmunogénicas, pero a pesar de ello, las
consecuencias son diferentes a las de la necrosis. La fagocitosis de cuerpos apoptéticos puede activar
la inmunidad antitumoral a partir del cebado cruzado de células T. La apoptosis se divide en dos vias
principales dependiendo del estimulo que la inicid: la via extrinseca y la intrinseca [37].

La temperatura necesaria para provocar la apoptosis celular se encuentra comprendida entre
42 °Cy 47 °C, menor que la que produce necrosis, que es hasta 55 °C.

Alguno de los pardmetros mds importante en este tipo de terapias son la potencia del haz de
luz y la localizacidn de las nanoparticulas. Para producir dafio celular por alteracidon de la membrana
se requiere menos energia en las nanoparticulas unidas a ella que en las nanoparticulas
internalizadas [37].

En los ensayos experimentales de hipertermia dptica para lograr la apoptosis celular se siguen
los procedimientos explicados a continuacion.

En el estudio realizado por Tamara Fernandez et al., se comprueba el efecto de aplicar un laser
de onda continua sobre células de glioblastoma en la presencia de nanorods. En primer lugar, se
cultivan las células de astrocitoma del cerebro humano, en medio de cultivo suplementado. Los
nanotubos se centrifugan y se resuspenden en un medio de cultivo modificado. Las células incubadas
son sometidas a irradiacion laser con y sin presencia de nanoparticulas. Después del tratamiento de
hipertermia se limpian los cultivos celulares para eliminar las nanoparticulas y se cultivan durante 4
horas bajo condiciones normales [38].

Para los ensayos de toxicidad se suspenden concentraciones crecientes de nanoparticulas
durante 12 y 24 horas. La viabilidad celular es medida utilizando un ensayo de MTT [38].

Las pruebas de hipertermia se realizan en presencia y ausencia de nanoparticulas, para un
tiempo de irradiacion de 20 minutos. La viabilidad celular en este caso es medida mediante un
ensayo de tincion dual de alceina y yoduro de propidio [38].

Estos procedimientos permiten conocer tanto la toxicidad de las nanoparticulas como la
viabilidad celular tras la aplicacién de hipertermia éptica [38].
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CAPITULO 3: Objetivos

Teniendo en cuenta las necesidades analizadas en apartados anteriores el objetivo principal

optimizar el funcionamiento del equipo.

Por tanto, se pretende:

del presente Trabajo de Fin de Mdser es desarrollar un modelo computacional y una simulacién de la
respuesta térmica del tejido cutaneo ante la aplicacidén de radiacion laser infrarroja para producir
hipertermia dptica. Para poder desarrollar este objetivo se tiene que comprobar a su vez el
funcionamiento de un equipo de hipertermia dptica, previamente disefiado e implementado, vy la
toxicidad de las nanoparticulas utilizadas, que limitara la concentracion aplicada en la simulacién. La
motivacion es conseguir obtener los parametros que permitan utilizar el equipo en un escenario de
aplicacién real. Ademas, se pretende estudiar el efecto de aplicar este tipo de tratamiento sobre dos
lineas celulares distintas. El objetivo es por tanto conocer qué parametros se tienen que utilizar para

Disefiar las pruebas experimentales necesarias para lograr conocer los pardmetros de
interés.

Verificar el funcionamiento del equipo de hipertermia Optica mediante pruebas
experimentales sobre cultivos celulares.

Estudiar la toxicidad de la sintesis de nanoparticulas sobre cultivos celulares Hela y Sk-mel.

Desarrollar un software utilizando el entorno Comsol Multiphisics para simular la respuesta
térmica del tejido cutaneo ante la aplicacién de hipertermia éptica.

Disefiar un modelo de cancer cutdneo que permita realizar las distintas pruebas
computacionales.

Optimizar los parametros de aplicacion de hipertermia para lograr eliminar la zona tumoral
sin interferir en la zona sana.
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CAPITULO 4: Metodologfa

4.1. Disefio experimental

Se va a estudiar el efecto de aplicar hipertermia éptica mediada por nanoparticulas de oro
sobre dos tipos distintos de lineas celulares, células Hela, de cancer de cérvix y las células Sk-mel, de
melanoma.

Las primeras se utilizan porque presentan un crecimiento radpido y por tanto, facilitan la
realizacion de los experimentos. Las células de melanoma se emplean para comprobar la eficacia
sobre el tipo celular objetivo y estudiar el efecto de la aplicacién de hipertermia éptica sobre cancer
cutaneo.

Para poder realizar este tipo de tratamiento se tienen que ajustar tres parametros principales:
la concentracion de nanoparticulas a administrar, la potencia y el tiempo de irradiacion.

En primer lugar, se van a preparar los cultivos celulares para poder realizar las distintas
pruebas. Se sigue un proceso de cultivo paralelo en las dos lineas celulares.

En segundo lugar, se va a comprobar la citotoxicidad de las nanoparticulas. La toxicidad es el
grado de mortalidad celular asociado Unicamente a la presencia de nanoparticulas en el cultivo
celular. Para ello se tratan las dos lineas celulares con distintos valores de concentracion de
nanoparticulas y se mide su viabilidad pasadas 24 horas.

Una vez seleccionado el rango de concentraciones dptimo para cada linea celular se estudia el
efecto de producir hipertermia dptica administrando tres tipos de concentraciones no tdxicas de
nanoparticulas durante tres tiempos de irradiacién diferentes.

4.1.1. Materiales

Para la realizacion de las pruebas experimentales se han utilizado los materiales que se
exponen a continuacion.

e NANOESTRELLAS DE ORO

Las nanoestrellas han sido caracterizadas previamente en distintos estudios como el de Andy
Hernandez et al., para la verificacién de una maquina de infrarrojo cercano (NIR) [2] [3] .

En el estudio realizado por Roberto Montes-Robes et al., se sintetizan las nanoestrellas
mediante un método de crecimiento con semilla. Se utiliza polivinilopirrolidona (PVP) y N-
dimetilformamida (DMF) y sobre ellos se realizan algunas modificaciones [1].

Se diluyen 50 uL de solucién acuosa de caracteristicas 166 mM de acido cloroaurico (HAuCl,)
con 15 mL de solucién 20 mM de PVP en DMF a 25 °C. Pasados 5 minutos se diluyen a su vez 10 L de
una dispersion de semillas 6.5 mM, conformada por nanoesferas de oro de 15 nm recubiertas con
PVP en etanol. Después de 12 horas, se obtienen las nanoestrellas de oro centrifugando la mezcla a
9500 rpm durante 20 minutos. Combinando dispersidn y centrifugacion las nanoestrellas se lavan
cinco veces para ser utilizadas en el experimento. Las nanoestrellas tienen un tamaio de 40 nm de
nucleo con ramas afiladas de 25 nm [1].
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La SPR de estas nanoparticulas se presenta en dos bandas. En primer lugar, la resonancia de
plasmoén superficial localizada (LSPR) de los electrones del nicleo se sitia en 560 nm mientras que la
resonancia de plasmén de superficie localiza de los electrones en punta se encuentra en 796 nm [1].

En las pruebas experimentales previas realizadas en el estudio de Roberto Montes-Robles et
al, se utilizaba un volumen de 250 pL de la suspensiéon de nanoparticulas con una concentracién de
188 uL/mL para la verificacién de un aparato de hipertermia dptica similar [1].

e CELULAS HELA

Las células Hela utilizadas para las distintas pruebas experimentales proceden del organismo
humano, en concreto del cuello del Utero. Son células de tipo epitelial de un adenocarcinoma.
Pertenecen a una mujer de 31 afios de edad de etnia negra [39].

Se encuentran congeladas en una fase de vapor de nitrégeno liquido. Por lo que hace al
cariotipo de esta linea celular, se presenta un pequeiio cromosoma telocéntrico en el 98% de las
células. Se describen 4 cromosomas tipicos de los marcadores Hela. En la Figura 1 se observa un
cultivo de células Hela [39].

ATCC Number: CCL-2
Designation: Hela

Low Density Scale Bar = 100um  High Density Scale Bar = 100um

Figura 1. Cultivo celular HeLa [39].
e CELULAS SK-MEL

Las células de melanoma utilizadas proceden de la piel, en concreto de la metastasis de un
melanoma maligno en el muslo. La morfologia de estas células es poligonal y las células se
encuentran adheridas. Provienen de un hombre de 60 afios de etnia caucasica, de grupo sanguineo
A. Las células estan en una fase de vapor de nitrégeno liquido [40].

El medio que se utiliza para esta linea celular es el Medio Esencial minimo de Eagle (DMEM)
formulado por ATCC. El medio se suplementa con suero fetal bovino y con penicilina-estreptomicina
a una concentracion final del 10% y de 10 mM, respectivamente [40].
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e EQUIPO DE HIPERTERMIA OPTICA

El equipo de hipertermia utilizado para la realizacién de las distintas pruebas esta previamente
disefiado e implementado.

Para conseguir eliminar células tumorales es necesario aumentar la temperatura de la zona
afectada a una comprendida 42 °C y 43 °C. La maquina incorpora dos diodos ldseres que permiten
aplicar potencias de hasta 4 W/cm?. El usuario puede escoger la densidad de potencia que emite
sobre la superficie. Ademas, el mismo encapsulado incorpora un fotodiodo que detecta la radiacién
emitida por este [4].

El sistema integra un elemento posicionador que permite seleccionar las coordenadas de la
placa ELISA para focalizar la temperatura. Por otra parte, se pueden ajustar los tiempos de
experimento, la densidad de potencia irradiada y la modulacién del ancho de pulso del laser e incluso
se puede activar una alarma para finalizar el experimento. Se selecciona la temperatura ambiente y
la del diodo laser para empezar el experimento [4].

Los elementos de soporte son una cadmara visible que permite obtener 30 fotogramas por
segundo y una cdmara termografica que detecta un rango de temperatura de 0 a 80 °C.

El equipo de hipertermia dptica es el que se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Equipo de hipertermia dptica.

El software utilizado almacena a su vez las temperaturas obtenidas a lo largo del experimento
y permite ajustar los parametros citados con anterioridad.

En la Figura 3 se observa la interfaz grafica del software. Se pueden seleccionar los pocillos que
van a ser irradiados, asi como el tiempo de irradiacién. A su vez, se indica la temperatura alcanzada
en cada experimento y se almacena en un archivo de texto. El software incluye un pulsador de
parada de emergencia para detener la irradiacion en caso de ser necesario.
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Figura 3. Interfaz grdfica del software de hipertermia.

4.1.2. Métodos
4.1.2.1. Cultivo celular
El cultivo celular se realiza de forma similar para ambas lineas celulares.

Por un lado, las células Hela se cultivan en DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino y penicilina-estreptomicina (10 mM), para completar el medio de crecimiento [41].

Inicialmente las células estan congeladas a -80 °C. Se centrifugan, y el pellet obtenido se
resuspende en medio celular fresco y se almacena en un flask de cultivo estéril. Para realizar los
pases de células semanales, se absorbe el medio celular del flask y se limpia la placa utilizando
tampon fosfato estéril. Este paso se realiza para eliminar el suero restante que esta formado por un
inhibidor de tripsina. A continuacidn, se afiade al flask 1 ml de disolucién de Tripsina al 0.25% con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.53 mM y se incuban las células durante 5 minutos a 37 °C
en atmodsfera con 5% de CO, [39].

Después se suspenden las células afiadiendo 10 mL aproximadamente de medio de cultivo.
Con la finalidad de eliminar la tripsina de la disolucidén final, se centrifuga la muestra a 800 rpm
durante 5 minutos y se resuspende el pellet en medio de cultivo fresco. La concentracidén de la
disolucién final se determina utilizando una cdmara de Neubauer. Para ello se mezclan 20 uL del
cultivo celular con 20 pL de Tripan Blue, para que las células vivas adquieran un color azulado.
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En la Figura 4 se muestra la cdmara de Neubauer utilizada en el método de cuenteo celular.

Figura 4. Cuenteo celular utilizando una cdmara de Neubauer.

Mediante un microscopio NICLON eclipse T5100 se cuentan las células vivas de cada cuadrante
tal y como se muestra en la Figura 5. Se realiza la media siguiendo la Ecuaciéon 1, donde C; representa
cada cuadrante de la cdmara de Neubauer.

i Cl1+C2+C3+C4+C5
n? de células medio = : (1)

Figura 5. Medida de la actividad celular mediante un microscopio.

Por protocolo, en una placa de 96 pocillos se cultivan alrededor de 2000 células Hela por
pocillo y en cada uno se utilizan 100 plL de volumen.
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En este ejemplo, el stock del que partimos es de 456000 células/mL y se quiere preparar un
falcon con 10 mL de células a una concentracién de 20000 células/mL, para sembrar 100 pl en cada
pocillo de la multiplaca y asi tener 2000 células en cada pocillo.

Mediante la Ecuacidn 2 se calcula el volumen necesario a tomar de la disolucidn inicial para
diluir hasta un volumen final de 10 mL.

células

456000 - volumen = 20000 -10mL (2)

El volumen final es de 500 pL.

De este modo, se toman 500 pL de la suspensién inicial de células y se diluyen hasta 10 mL
afiadiendo 9.5 mL de medio de cultivo.

A continuacién, se rellenan los pocillos con un 100 pL de disolucién, completando los
adyacentes con PBS para evitar que se evaporen.

Las placas se dejan incubar durante 24 horas a 37 °C. Se repite este proceso para cada una de
las pruebas.

El procedimiento seguido para cultivar las células de melanoma es idéntico al explicado, pero
las células de melanoma se reproducen de forma mas lenta que las de Hela. Es por ello que antes de
hacer los experimentos se necesitan mas dias para llegar a tener suficiente densidad celular.

4.1.2.2. Ensayos de citotoxicidad

Se realiza un ensayo de citotoxicidad para comprobar qué concentraciéon de nanoparticulas
influye notablemente en la actividad mitocondrial celular.

Para ello se estudia qué efecto tiene sobre los dos tipos celulares aplicar distintas
concentraciones de nanoestrellas.

En primer lugar, se mide la banda de absorbancia en el espectro de las nanoparticulas
utilizando un espectrofotémetro, tomando como referencia agua. Esta banda de absorbancia es
caracteristica de las nanoestrellas por estar conformadas de oro.

La intensidad de la banda de absorbancia es proporcional a la concentracién de las
nanoestrellas. En la Figura 6 se puede observar que existen dos bandas de plasmadn superficial en 720
nmy 800 nm.
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Figura 6. Espectro de las nanoparticulas de oro.

Para realizar las pruebas de citotoxicidad se esterilizan las nanoparticulas irradiandolas con luz
ultravioleta durante 20 minutos. A continuacién, se prepara una dilucion de nanoparticulas con una
concentracion final 2.7 mM.

Se parte de una disolucién de 1 mL de nanoestrellas en agua estéril. Se realizan dos lavados
previos: se centrifuga a 9500 rpm durante 2 minutos y el pellet se resuspende en 1 mL de agua
estéril. La nueva solucidn se sonica y se repite el proceso.

Una vez preparada la suspensidn de las nanoestrellas y las placas con el cultivo celular, se trata
con las distintas concentraciones de nanoparticulas durante media hora. Después, se realiza un
lavado con PBS y se incuban con DMEM limpio. El ensayo para la cuantificacion espectrofotométrica
no radioactiva de la proliferacién y viabilidad celular se realiza 24 horas después de la exposicion a las
nanoparticulas.

A partir de la escision de MTT en medio celular se estudia el nimero de células viables. Esta
formacién se escinde por las enzimas del reticulo endoplasmatico, y la reduccidn se realiza
Unicamente en las células vivas. Se relaciona con la produccion de NAD(P)H mediante la glucdlisis. El
namero de células metabdlicamente activas serd directamente proporcional al colorante de
formazan formado [42].

Se ha escogido este tipo de método de medicién por ser seguro y facil de llevar a cabo. Tiene la
capacidad de cuantificar la absorbancia que se correlaciona directamente con el nimero de células
vivas. Ademas, proporciona una sensibilidad muy elevada y es un proceso rapido.

Para llevar a cabo la medida se tiene que mezclar el MTT con un reactivo de acoplamiento de
electrones y se solubiliza en un paso adicional. Se afiade esta solucidén en las microplacas de pocillos y
se incuban durante 1 hora. Se forma un tinte de formazan insoluble en agua que permite cuantificar
el numero de células viables mediante un espectrofotémetro de barrido de multiples pocillos, que
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mide la absorbancia. Este procedimiento se cumple debido a que este tipo de sales se escinden en
formazan por el sistema succinatotetrazolioreductasa. Este sistema forma parte de la cadena
respiratoria de las mitocondrias y por tanto, solo se va a presentar en aquellas células
metabdlicamente activas.

Pasadas 24 horas del tratamiento con nanoparticulas, se elimina el medio de cultivo de los
pocillos y se afiade en cada uno de ellos 100 pl de una disolucién 0.1 mg/mL de MTT en DMEM. Se
incuban las placas a 37 °C durante 1 hora aproximadamente. Pasado este tiempo, se elimina el medio
y se disuelve la sal formada en cada pocillo afiadiendo 120 pL de dimetilsulféoxido (DMSO). Este tipo
de disolucion provoca ademds un efecto dptico, que se puede observar en la Figura 7. Los pocillos
estdn completados con concentraciones ascendientes de izquierda a derecha, y por este motivo las
primeras columnas tienen un color mas claro que las Ultimas. Se mide la absorbancia en un lector de
placas a 570 nm.

Figura 7. Cuantificacion de la actividad celular mediante ensayo de MTT.

4.1.2.3. Ensayos de hipertermia Optica

Los ensayos de hipertermia se realizan tomando como variables el tiempo de irradiacion y la
concentracion para una potencia fija.

Cada prueba se realiza por triplicado y se aplican concentraciones comprendidas entre 10
pug/mLy 100 pg/mL, y tiempos entre 5 y 15 minutos.

Se coloca la placa ELISA con las células y nanoestrellas en la maquina de hipertermia déptica y
se ajusta utilizando la interfaz grafica para que se irradien unos pocillos concretos. Cada placa puede
ser irradiada un maximo de 30 minutos para evitar que las células mueran por las condiciones
ambientales. La temperatura interna de la maquina se debe mantener a 37 °C.
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Una vez se ha irradiado cada placa, se cambia el medio de los pocillos utilizados, lavandolos
previamente con PBS y a continuacion se afiade el medio enriquecido para mantener los nutrientes,
tal y como se hace en los ensayos de toxicidad.

Una vez pasadas las 24 horas de incubacion se realiza el ensayo de MTT para medir la actividad
mitocondrial celular, de forma andloga a la explicada con anterioridad.

4.2. Desarrollo computacional

Se va a implementar un modelo de simulacidn para planificar tratamientos de cancer cutaneo.
Para ello se van a establecer los pardmetros mas importantes como la potencia y superficie de
aplicacion, la concentracidon de nanoparticulas administrada y el tiempo de irradiacién. Se quiere
conocer qué valores de estos parametros son los mds idéneos para el tratamiento de este tipo de
cancer.

4.2.1. Entorno COMSOL
El software utilizado para el desarrollo computacional es Comsol Multiphisics.

Este permite aplicar sobre un modelo fisico ecuaciones diferenciales parciales como la
transferencia de biocalor.

En este entorno se pueden crear superficies y volimenes de distintos materiales y estudiar
varios efectos sobre ellos y en este caso se va a estudiar la transferencia de calor.

Se ha escogido este tipo de software ya que permite implementar la bioecuacién de Pennes,
necesaria para el desarrollo computacional.

Ademas, es posible escoger las caracteristicas térmicas y adaptarlas a los diferentes tejidos de
estudio, asi como tener en cuenta la perfusion sanguinea, elemento indispensable, pues la
vascularizacion en tejidos cancerigenos es diferente que la que presentan los tejidos sanos.

Se puede simular una fuente de calor y personalizar los pardmetros de aplicacion para estudiar
el efecto térmico mediante tablas, imdgenes y recolecciones de datos.

Esta herramienta es muy util a la hora de predecir el comportamiento de tratamientos
hipertérmicos para poder saber qué pardmetros permiten maximizar los efectos terapéuticos y
cuales son los idéneos para minimizar los efectos adversos.

También se ha utilizado el entorno de trabajo Matlab para la seleccién de datos obtenidos
durante el desarrollo computacional y su representacion.

4.2.2. Principio matematico

En 1948 Harry H. Pennes demostrd por primera vez la relacidon existente entre la presion
arterial y la temperatura de los tejidos [43]. El estudio realizado por Pennes se basd en medir la
distribucidon de temperatura en el antebrazo de 9 sujetos mediante termopares para demostrar la
teoria de flujo de calor teniendo en cuenta la tasa local de produccién de calor tisular y el flujo
sanguineo volumétrico [44].
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A partir de la ecuacién de Pennes han surgido variantes para el calculo de otros pardametros y
la caracteristica que mas ha favorecido su utilizacién es que el balance energético térmico
microscopico para el tejido se plantea de forma lineal [45].

Esta ecuacidn modela matematicamente la interaccién térmica entre la vascularizaciéon vy el
tejido, siendo de especial interés en zonas con diferente nivel de vascularizacién. Harry H. Pennes
describié en primer lugar una ecuacién que explicaba el efecto del flujo sanguineo sobre la
temperatura de los tejidos de forma continua [46] .

En la Ecuacidn 3 se muestra la representacién matemadtica de biocalor.

pcaa—T = V(k |71") + wyc, (T, — T) + Q' (3)
t

El parametro p es la densidad (Kg/m?3), c el calor especifico (J/(Kg-K)), k es la conductividad
térmica del tejido (W/(m-K)) y wy, y ¢ son los pardmetros del flujo sanguineo, siendo el primero el
ratio de flujo de sangre por unidad de volumen del tejido expresado en (Kg/(s‘m?)) y el segundo el
calor especifico de la sangre. Qm es el calor metabdlico generado por unidad de volumen (W/m?), T,
la temperatura arterial de la sangre en k, y T es el incremento de temperatura por encima de la
temperatura ambiental. El diferencial de temperatura es el ratio de incremento de temperatura [45].

El término wy, ¢, (T, — T) corresponde con la perfusidn sanguinea y fue ajustado de forma que
las temperaturas previstas tuvieran un valor suficientemente aproximado a las medidas
experimentales [45].

En el caso de aplicar hipertermia dptica la Ecuacidon 3 se tiene que complementar con el valor
de la energia externa aplicada por el haz laser, dando como resultado la Ecuacidn 4 [36].

pcg_’i: = V(k W) + WpCh (Ta - T) + Qm, + Qlaser (4)

El intercambio de energia entre los vasos y el tejido se realiza mayoritariamente mediante la
pared de los capilares, que tienen una velocidad sanguinea muy baja. Su teoria se basa en que el
intercambio de energia total debido al flujo sanguineo se puede modelar como una fuente de calor
que es no direccional. Esta fuente de calor tiene una magnitud proporcional al flujo sanguineo
volumétrico y a la diferencia entre la temperatura del tejido local y las temperaturas arteriales
principales que suministran dicho flujo [45].

Otro término importante de esta teoria es el correspondiente a las condiciones de contorno,
expresadas en la Ecuacién 5.

koT
— 57 = "(Tour =T) (5)

Los parametros h y Tout son respectivamente el coeficiente de transferencia de calor y la
temperatura ambiental. Se asume que la sangre entra en una zona del tejido con la temperatura
central del cuerpo y adquiere la temperatura del tejido, y corresponde con el mecanismo de
conveccion [45].
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Por lo que hace a la presencia de nanoparticulas en el tejido cutdneo, se utilizan en terapias
térmicas porque actian como pequeiias fuentes de energia térmica, alcanzan una alta absorcién y
mantienen coeficientes de dispersion bajos. Como este coeficiente de absorcién es muy elevado, se
puede considerar que un medio con nanoparticulas se encuentra dominado por la absorcién. Cuando
un haz de luz infrarroja incide sobre la superficie cutanea, la radiacién incidente se absorbe antes de
gue su propagacion se vea afectada por la dispersidn [46].

Este comportamiento es descrito por la ley de Beer-Lambert-Bouguer, y se muestra en la
Ecuacion 6 [46].

Iz(4) = lo(4) exp — (kg + 1s)Z (6)

Los parametros de la ecuacién son la intensidad espectral de la radiacién (Io), la intensidad

espectral atenuada (Iz) por una capa de espesor Az, el coeficiente de absorcion (y,), el coeficiente
de dispersion (i) y la profundidad (Z) [46].

4.2.3. Modelo y caracteristicas

El desarrollo computacional se basa en la simulacién de una porcién de piel que contiene
tejido sano y tejido tumoral. Una vez caracterizada la zona a tratar, se va a simular la aplicacién de
hipertermia 6ptica.

Para la simulacién de este tipo de tratamiento se tiene que tener en cuenta el plan de
dosimetria que se va a administrar, la descripcién geométrica del modelo y el tipo de distribucién de
calor que se va a modelar. Ademas, se tienen que establecer las caracteristicas del tejido, asi como
un mallado para el calculo de la distribucidn temporal de la temperatura [47].

Se van a implementar cuatro modelos, con distintos pardmetros de irradiacién. En los modelos
se varia la concentracion de nanoparticulas, la potencia, el radio de aplicacién y el tiempo de
irradiacion.

La geometria para la aplicacion de irradiacién sobre piel es la mostrada en la Figura 8. Se

observa que el volumen se encuentra dividido en dos partes. La zona central es la zona cancerigena.
El volumen adyacente representa la zona sana.

Figura 8. Volumen de aplicacion de hipertermia dptica.
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En la Figura 9 se representa la seccidn transversal de la mitad del volumen.

Irradiacion laser Temperatura ambiente

1l

Mecanismo de conveccion

Tumor

Temperatura interna del cuerpo

Tejido sano

Figura 9. Seccion transversal del volumen de estudio.

Los parametros caracteristicos de la geometria se encuentran recogidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros del modelo de simulacion.

Nombre

R1

R2

H1

H2

Valor (mm)

40

20

15

Descripcion
Radio del volumen total
Radio del volumen tumoral
Profundidad total del volumen

Profundidad tejido cancerigeno

Este software permite conferir a cada elemento el tipo de material que mas se adapte a sus

caracteristicas. Por ello, todos los volumenes estdn formados por piel, pero se han variado los

pardmetros segun la Tabla 3 para caracterizar la zona cancerigena y la sana.

Tabla 3. Caracteristicas térmicas de los distintos tejidos del volumen de simulacion [36].

Parametro
Densidad p (kg/m3)
Calor especifico C (J/kg-K)

Conductividad térmica k
(W/mK)

Perfusion sanguinea wy, (s 1)

Tejido sano

1000

4200

0.5

1-10°3

Tejido tumor

1100

4200

0.55

9.1-10*
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El flujo sanguineo se afiade aplicando la herramienta “Transferencia de biocalor” y permite
caracterizar los valores recogidos en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del flujo sanguineo [36].

Parametro Valor sanguineo
Temperatura de la sangre arterial (Ty) [K] 310
Calor especifico de la sangre Cy (J/(kg-K)) 4200
Densidad de la sangre (kg/m?3) 1000
Fuente de calor metabdlica (Qmet) W/m3 1091

Ademas, siguiendo los valores utilizados en la bibliografia, se ha establecido un flujo de calor
convectivo entre la parte superior del tejido y el aire, con un valor de 5 W/m?K. La temperatura
corporal es de 37 °C en el conjunto del volumen y la temperatura ambiente de 25 °C [36].

La zona central presenta las caracteristicas de un tejido tumoral, pues simulan la zona
afectada. En la Figura 10 se muestra el volumen correspondiente al tejido tumoral.

Figura 10. Zona cancerigena.
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El volumen adyacente que representa el tejido sano se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Tejido sano.

Se define la irradiancia inicial del laser (W/m?), como la potencia del haz sobre la superficie
que ocupa en el punto superior de la geometria, antes de verse atenuado segun la Ecuacién 7.

P
I, = S (7)

Para afiadir realismo se define esta irradiancia como una distribucion en los ejes XY, de forma
que en el punto central donde incide el haz se encuentra la mayor cantidad de irradiancia, y esta se
va dispersando conforme aumenta la distancia a este punto. Esta distribuciéon (W/m?), se define con
una funcién gaussiana, tal y como se expresa en la Ecuacién 8, donde r equivale al radio de
aplicacion del haz laser.

P -(x*+y?)
Io(x:}’)=§'e r2 (8)

La atenuacién de la intensidad de un haz en un medio se calcula mediante la ley de Beer-
Lambert, segin la Ecuaciéon 9, de forma que la irradiancia que se encuentre en un punto a
profundidad z se habra visto atenuada en funcion de la absorbancia del tejido (@tymor) Y de dicha
profundidad.

1(x,y,2z) = Iy(x,y) - e *tumorZ 9)

Considerando que la irradiancia que alcanza la superficie equivalente de una nanoparticula y
es absorbida se transforma completamente en calor, se puede definir que el calor que desprende
una nanoparticula, cuando esta se encuentra a una profundidad z es el correspondiente a la
Ecuacion 10 [48].

Qnp(x,¥,2) = ayp - 1(x,y,2) (10)

Donde ayp (m™) es el coeficiente de absorcion que ofrece la seccién transversal de la
nanoparticula que se ha calculado anteriormente en una simulacién de la nanoparticula siendo
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irradiada con luz. Este valor suele ser mayor en la superficie geométrica de la nanoparticula que se
expone a la luz, debido a interacciones electromagnéticas que hacen aumentar su eficiencia para
absorber luz.

Se extiende esta ecuacion para definir una distribucién uniforme de nanoparticulas en todo el
volumen del tumor, suponiendo que se distribuyen uniformemente con el tiempo suficiente. Para
ello se calcula a partir de la supuesta concentracidn en el tejido el nUmero de nanoparticulas por
unidad de volumen, a partir de la Ecuacion 11, donde la concentracién de nanoparticulas (NP([])
equivale al producto entre el nimero de nanoparticulas por metro cubico ([]), la masa molar del oro
(M (Au)) y el nimero de Avogadro (NAv).

NP([ D =[] M(Au) - NAv (11)

Se afiade este parametro a la Ecuacién 10 de forma que se calcula el calor que desprende el
volumen tumoral segun la Ecuacidn 12.

Q(xy,z [ D=NP( D-ayp-I(x,y,2) (12)

Se halla el calor que desprende un volumen que contiene una concentracion de nanoparticulas
cuando le alcanza un valor de irradiancia (W/m?3). Este valor se introduce en el software de
simulacién, que realizando una divisién de la geometria en pequefios volimenes (simulaciéon de
elementos finitos) tiene en cuenta tanto el volumen de este elemento y por lo tanto el nimero de
nanoparticulas que contiene, como su posicién en los ejes x,y,z respecto al punto inicial para
calcular las atenuaciones definidas por la distribucién del [3ser y la ley de Beer-Lambert.

Se ha establecido un mallado tetraédrico de barrido para evaluar la variacién de temperatura
en cada punto de la malla, tal y como se observa en la Figura 12.

Figura 12. Mallado del método de elementos finitos (FEM).

Una vez establecidas las condiciones del volumen de irradiacion se determina el tipo de
estudio que se quiere aplicar. En este caso se ha definido un estudio temporal de duracién
comprendida entre 0 y 15 minutos, para comprobar los efectos de irradiar en condiciones similares a
las experimentales.
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Ademas, se pueden ajustar otros parametros, como los puntos de medicién en el volumen. En
este caso se ha utilizado el punto de mdxima temperatura, que es el punto central del volumen, para
tomar los distintos valores temporales de la temperatura, tal y como se muestra en la Figura 13. De
este modo se puede conocer la temperatura maxima que alcanza el volumen.

%x10°% m
0.02 0.02

f’__mh‘%

/——\ 0.02

® o m

v 0,02

o

5

Figura 13. Punto de medida de la temperatura maxima.

Finalmente, se han realizado lineas de corte en el eje transversal del volumen para comprobar
la distribucion radial de la temperatura a distintas profundidades.
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CAPITULO 5: Resultados y discusién

5.1. Resultados experimentales
5.1.1. Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se han realizado por duplicado en células Hela y Sk-mel. La
finalidad de este tipo de ensayo es conocer a partir de qué concentracién se producen danos
celulares por una concentracidn excesiva de nanoparticulas en el medio de cultivo.

Para ello se han administrado concentraciones de nanoestrellas comprendidas entre 10 pg/mL
y 200 pg/mL. Se rellenan dos columnas de pocillos con cada una de las concentraciones y se toman
como control dos columnas de pocillos sin nanoestrellas.

En la Tabla 5 se muestra el volumen de la suspension afiadida correspondiente a cada
concentracién final de nanoestrellas en el pocillo.

Tabla 5: Relacion concentracion-volumen de nanoparticulas.

Concentracién (pg/mL) uL de disolucion
10 2.4
20 3.8
25 4.7
30 5.7
40 7.6
50 9.4
60 11.30
70 13.20
80 15
90 15
100 18.8

En la Figura 14 se representa el porcentaje de células vivas tras aplicar cada una de las
concentraciones, asi como la desviacion estandar de los distintos datos recogidos.

Las concentraciones comprendidas entre 25 pg/mLy 75 ug/mL presentan una toxicidad nula,
pues la viabilidad celular es del 100%. A partir de 100 ug/mL de concentracion se empieza a producir
una reducida mortalidad celular asociada a la presencia de nanoparticulas, ya que la viabilidad es un
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poco menor al 100%. Las concentraciones de 150 pg/mLy 200 pg/mL producen un efecto demasiado
téxico como para ser utilizadas en ensayos de hipertermia.

Los ensayos de hipertermia posteriores se pueden realizar aplicando una concentracién
maxima de 100 pg/mL para que la mortalidad sea asociada a la irradiacion y no a la presencia de
nanoparticulas.

140

120

100
80
60 |
40
20
0
25 50 75 100 150 200

Concentracion (ug/mL)

Viabilidad celular(%)

Figura 14. Toxicidad de las nanoparticulas de oro sobre cultivos celulares Hela.

Se ha comprobado a su vez la toxicidad sobre cultivos celulares Sk-mel y no se observan
diferencias significativas. La concentracion de 25 pg/mL no es toxica y entre 50 pg/mLy 100 pg/mL se
observa una pequefia mortalidad celular. El valor de 150 pg/mL es tdxico, pues provoca una
mortalidad del 40%. Teniendo en cuenta estos resultados se pueden aplicar concentraciones de
hasta 100 pg/mL sin que el resultado se vea alterado por la toxicidad de las nanoparticulas.
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Figura 15. Toxicidad de las nanoparticulas de oro sobre cultivos celulares Sk-mel.
5.1.2. Ensayos de hipertermia dptica

Tal y como se ha explicado con anterioridad los ensayos de hipertermia se han realizado por
triplicado, variando la concentraciéon de nanoparticulas aplicada y el tiempo de irradiacién sobre los
cultivos celulares.

En primer lugar, se ha comprobado el efecto de aplicar hipertermia sobre cultivos celulares sin
nanoparticulas, para comprobar si la aplicacién de la irradiacién provoca alguna alteracién en la
viabilidad celular.

En la Figura 16 se representa la viabilidad celular tras exponer a los cultivos a tres tiempos de
irradiacion: 5, 10 y 15 minutos. Se observa que no se produce mortalidad celular asociada al
aumento de temperatura debido a la irradiacion, pues la viabilidad celular es practicamente del 100%
en todos los casos.
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Figura 16. Viabilidad celular dependiente del tiempo de aplicacion de calor sin nanoparticulas.

En la Figura 17 se observa la viabilidad celular de los distintos datos recogidos durante
experimentales con 4 concentraciones diferentes.

Para una concentracién de 10 pug/mL la muerte celular es inexistente. La viabilidad celular es
del 100% y por tanto esta concentracién no es suficiente para conseguir elevar la temperatura y
provocar la apoptosis celular. Se puede considerar el caso de 25 pg/mL como anélogo para tiempos
entre 0 y 10 minutos, pero si que se observa una mortalidad reducida en 15 minutos de irradiacién,
donde muere entre un 5y un 10 % de las células.

A partir de la concentracion de 50 pg/mL se empieza a obtener el efecto deseado. Para 5
minutos de irradiacidn hay muy poca mortalidad. pero a partir de 10 y 15 minutos se llega a producir
una mortalidad de entorno al 20%.

La menor viabilidad celular se produce en 100 pug/mL de concentracién, con un valor del 50%
para 5 minutos y un valor del 30% en 15 minutos de irradiacién.
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Figura 17. Viabilidad celular sobre cultivos Hela tras aplicar hipertermia.

A su vez se ha estudiado la viabilidad celular tras aplicar distintas concentraciones de
nanoparticulas y tiempos de irradiacion sobre cultivos celulares de Sk-mel. Se ha fijado una
concentracién maxima de 100 pg/mL que tal y como se observa en la Figura 18 produce una
mortalidad celular muy elevada en todos los tiempos de estudio. También se observan valores
Optimos para la concentracién de 50 ug/mL, para la que se provoca una muerte celular mucho mayor
que en el cultivo Hela para la misma concentracion. La concentracién de 10 pg/mL no produce un
efecto significativo en 5 minutos, pero causa una mortalidad del 30% aproximadamente en 15
minutos. En este caso, se puede considerar que el valor mds Optimo se obtiene para una
concentracién de 50 pg/mL.
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Figura 18. Viabilidad celular sobre cultivos Sk-mel tras aplicar hipertermia.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la Figura 18, se puede considerar que a partir

de 10 minutos empieza a producirse un efecto notable de la temperatura para concentraciones
menores sobre los cultivos celulares. En la Figura 19, se muestra el efecto de aplicar las mismas
concentraciones durante 10 minutos de irradiacidon sobre ambas lineas celulares.
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Figura 19. Viabilidad celular sobre cultivos HelLa y Sk-mel tras irradiar durante 10 minutos.
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En la Figura 20, se representa la viabilidad celular tras 15 minutos de irradiaciéon y de forma
analoga a la comparativa de resultados entre ambos cultivos celulares para 10 minutos de
irradiacién, se observa mayor mortalidad en cultivos celulares de melanoma.

Se concluye que los cultivos celulares Sk-mel presentan menor resistencia a la aplicacién de
hipertermia déptica que los cultivos celulares Hela.
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Figura 20. Viabilidad celular sobre cultivos HelLa y Sk-mel tras irradiar durante 15 minutos.

Hasta el momento se han considerado la concentracién de nanoestrellas y el tiempo de
irradiacion, pero ambos se tienen que comparar con la temperatura alcanzada. La muerte de zonas
cancerigenas en tejidos se produce a partir de 42 °C y por tanto se tiene que estudiar para qué
concentraciones y tiempos se produce este efecto.

Tal y como se observa en la Figura 21, la concentracién de 25 pg/mL no consigue alcanzar la
temperatura deseada y por tanto, concentraciones menores que esta quedan descartadas. La
concentracién de 100 pg/mL eleva demasiado la temperatura celular, lo que podria causar dafios en
tejidos sanos si se extrapolara el uso de esta técnica a aplicaciones sobre cancer cutaneo. Teniendo
en cuenta que ademas a partir de esta concentracidon se empieza a ver un minimo efecto tdxico se
descarta como valor objetivo.

El valor mas 6ptimo se consigue para una concentracién de 50 pg/mL, donde el cultivo celular
alcanza una temperatura de 42 °C cerca de los 10 minutos, y ademas es un valor que no presenta
toxicidad en ninguno de los cultivos celulares.

El grafico de tendencias por concentracidon y tiempo se ha representado a partir de las
temperaturas alcanzadas durante los ensayos experimentales registrados por el programa.
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Para obtenerlo se ha realizado una aproximacién segun la Ecuacién 13.

T=m+n-exp(—v-t) (13)
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Figura 21. Tendencias de temperatura por concentracion y tiempo.

5.2. Resultados computacionales

Se va a desarrollar un estudio computacional para conocer los pardmetros mas dptimos para el
tratamiento de hipertermia dptica. Para ello, se han disefiado cuatro modelos con caracteristicas
diferentes.

En cada modelo se utiliza una potencia de aplicacién diferente y se estudia qué concentracion
de nanoestrellas y tiempo de irradiacidon son mas idéneos para conseguir provocar la muerte celular.
Ademas, se estudia el efecto de aumentar el radio de aplicacion laser en cada modelo. El objetivo es
conocer el pardmetro mas dptimo para el tratamiento con un equipo de estas caracteristicas.

Para provocar los efectos deseados mediante hipertermia, se tiene que lograr alcanzar una
temperatura de entre 42 °Cy 44 °C en la zona dafiada. En las pruebas experimentales se han aplicado
tiempos de 5, 10 y 15 minutos, y de la misma forma se va a realizar en las pruebas computacionales.
Un aspecto a considerar a la hora de realizar tratamientos es conseguir la mayor comodidad posible.
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Cuanto menor sea el tiempo de aplicacion del haz laser el tratamiento serd mas facil y confortable
para el paciente.

Ademas, se van a tener en cuenta los valores no toxicos de las concentraciones administradas
en el procedimiento experimental. Las condiciones experimentales distan de las simuladas, pues las
pruebas experimentales se realizan sobre cultivos celulares y en este caso la simulacién aplica el
tratamiento de hipertermia sobre un modelo de tejido real, que considera la vascularizaciéon vy las
condiciones de conveccidon y propiedades térmicas citadas anteriormente. Aun asi, como
experimentalmente se ha observado que dichas condiciones consiguen elevar la temperatura hasta
la adecuada para causar hipertermia, se va a comprobar si de la misma forma se puede provocar
sobre piel, sabiendo que son concentraciones que no causan toxicidad en los cultivos celulares.

5.2.1. Modelo 1

En el primer modelo de estudio, se utiliza una potencia de 500 mW para dos radios de
aplicacién del haz laser, de 2 mmy de 5 mm.

En la Figura 22, se representa la evolucién temporal de la temperatura para distintas
concentraciones de nanoparticulas para un radio de aplicacién de 2 mm y 500 mW de potencia. Las
lineas discontinuas marcadas establecen los limites inferior y superior que consiguen causar la
apoptosis celular.
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Figura 22. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 500
mW 'y un radio de aplicacion de 2 mm.
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Se observa que a partir de una concentracion administrada de 50 pg/mL se consigue elevar la
temperatura al valor minimo de hipertermia, que es de 42 °C. Por tanto, se estudia la distribucion
temporal de la temperatura para encontrar el valor mas éptimo entre las concentraciones
comprendidas entre 50 ug/mLy 75 pg/mL.

En la Figura 23, se representa la distribucién temporal para concentraciones comprendidas
ente 50 pg/mLy 75 pg/mL. Aunque se estén utilizando concentraciones de nanoparticulas no toxicas
es importante escoger el valor de concentracién minimo que consiga elevar la temperatura lo
suficiente para causar la apoptosis celular, para evitar una posible mortalidad asociada a una
concentracién excesiva de nanoparticulas.
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Figura 23. Evolucion temporal de la temperatura para concentraciones de nanoparticulas comprendidas entre 50 ug/mLy
75 ug/mlL para una potencia de 500 mW 'y un radio de aplicacion de 2 mm.
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En la Tabla 6 se muestran los valores temporales de la temperatura para las distintas
concentraciones de interés.

Tabla 6. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 50 ug/mLy 75 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)

5 min 10 min 15 min
50 315.1 315.3 315.4
55 315.5 315.7 315.9
60 315.9 316.2 316.3
65 316.4 316.6 316.7
70 316.7 317 317.7
75 317.1 317.5 317.6

Se escoge como concentracidon objetivo 60 pug/mL, por ser la concentraciéon que consigue
alcanzar la temperatura intermedia para causar hipertermia. Tal y como se observa en la Tabla 6, la
diferencia de temperatura entre los tiempos de irradiacion es reducida, ya que su valor aumenta
durante los primeros 5 minutos, pero no presenta una gran variacién para el resto de tiempos. Es
importante que el valor de concentracidn escogido consiga elevar la temperatura por encima de los
42 °C en la superficie, pues la temperatura es inversamente proporcional a la profundidad del tejido
y se debe provocar la apoptosis celular en todo el tejido cancerigeno, que tiene una profundidad de 5
mm.

En la Figura 24, se observa que en estas condiciones de irradiacion se consigue elevar la
temperatura hasta 42.9 °C en el punto central y hasta 42.4 °C una profundidad de 5 mm del volumen
de aplicacidn. Se observa a su vez que en las zonas mds profundas del tejido la temperatura no se
distribuye de igual forma, y que ademas se consigue la temperatura objetivo en un radio del volumen
reducido.
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Figura 24. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracién de 60 ug/mL.

En la Figura 25, se muestra la distribucion volumétrica de la temperatura.

Figura 25. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 60 ug/mL.
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Para comprobar si es posible elevar la temperatura en un area mayor se aumenta el radio de

aplicacion del haz laser a 5 mm.

En este caso, la irradiancia aplicada serd menor que para 2 mm, pues esta magnitud es

inversamente proporcional al radio de aplicacion.
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En la Figura 26, se representa la evolucién temporal de la temperatura para distintas
concentraciones comprendidas entre los limites de toxicidad establecidos en los ensayos
experimentales. Se observa que para estas condiciones no se consigue elevar la temperatura a 42 °C
para 100 pg/mL de concentracién, y por tanto no se puede provocar hipertermia en estas
condiciones de irradiacidn, pues se superarian los limites de toxicidad establecidos.
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Figura 26. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 500
mW 'y un radio de aplicacion de 5 mm.

5.2.2. Modelo 2
En el modelo 2 de estudio se aumenta la potencia de aplicacidn a 700 mW.

En primer lugar, se va a estudiar el efecto de irradiar con esta potencia utilizando un radio de
aplicacion de 2 mm, para un rango de concentraciones administradas entre 10 ug/mLy 100 pg/mL.

En la Figura 27, se representa la evolucién temporal de la temperatura en estas caracteristicas.
Se observa que la temperatura alcanzada es mayor que en el modelo 1, en el que la potencia es
menor. A partir de una concentracion de 50 pg/mL la temperatura alcanzada supera los 44 °C en 5
minutos, por lo que se establece como limite superior. Para una concentracion de 25 pug/mL no se
consigue la temperatura objetivo, por lo que se establece este valor como limite inferior.
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Figura 27. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 700

mW 'y un radio de aplicacion de 2 mm.

En la Figura 28, se observa la evolucion temporal de la temperatura para el rango de

concentraciones establecido con anterioridad.
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Figura 28. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas comprendidas entre 25
ug/mlLy 50 ug/mL.

A partir de los valores recogidos en la Tabla 7, se observa que entre 35 pg/mLy 45 ug/mL se
consigue el efecto de hipertermia. Como para la concentracién de 40 pg/mL se consigue una
temperatura de 43.1 °C en 5 minutos de aplicacién, se escoge este valor como concentracion
objetivo. Ademads, es una concentracion con un nivel de toxicidad muy reducido. Se observa que la
temperatura para el resto de tiempos de aplicacion aumenta de forma poco considerable, por lo que
se establece 5 minutos de irradiacién como tiempo objetivo.
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Tabla 7. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 25 ug/mL y 50 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)

5 min 10 min 15 min
25 3143 314.5 3145
30 314.9 315.1 315.2
35 315.5 315.8 315.9
40 316.1 316.4 316.5
45 316.7 317 317.1
50 317.3 317.7 317.8

En la Figura 29, se representa la distribucion radial de temperatura para 5 minutos de
irradiacion y para la concentracion objetivo, que en este caso es de 40 pug/mL. Se representan los
valores de temperatura para distintas profundidades del volumen de aplicacién, y se observa que la
temperatura alcanzada es inversamente proporcional a la profundidad del volumen de aplicacién.
Esto permite tratar el tumor, que se encuentra en la zona superficial y a poca profundidad, sin
aumentar la temperatura excesivamente en el tejido sano.
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Figura 29. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracion de 40 ug/mL.
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En la Figura 30, se muestra la distribucion volumétrica de la temperatura en estas condiciones
de irradiacidn.

316
315
314

313

312

311

310

Figura 30. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 40 ug/mL.

Andlogamente al modelo anterior se observa que se consigue obtener la temperatura
deseada, pero para un radio del volumen de aplicacion reducido. Por este motivo se quiere
comprobar el efecto de aumentar el radio de aplicacion manteniendo constante el valor de potencia.

En la Figura 31, se observa que la temperatura alcanzada es menor que para un radio de
aplicacion de 2mm, debido a que el valor de irradiancia se ha visto reducido al aumentar el radio de
aplicacion.
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Figura 31. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 700
mW 'y un radio de aplicacion de 5mm.
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Para una concentracién de 100 pg/mL se consigue aumentar la temperatura hasta 42.3 °C, tal y
como se observa en la Tabla 8, y por ello se estudia la distribucién de temperatura para este valor de
concentracion.

Tabla 8. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 100 ug/mL y 10 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)

5 min 10 min 15 min
10 310.7 310.7 310.7
25 311.5 311.6 311.7
50 312.8 313 313.1
75 314 314.4 314.5
100 315.3 315.7 315.8

A partir de los datos recogidos en la Tabla 8, se establece como concentracién objetivo 100
ug/mL, pues es el minimo valor de concentracion que consigue causar hipertermia en los primeros 5
minutos de irradiacion. Aun asi, como la temperatura alcanzada en 5 minutos es de 42.3 °C, se va a
aplicar irradiacidn durante 10 minutos, para aumentar la temperatura hasta 42.7 °C sin aumentar el
valor de la concentracion.

En la Figura 32, se representa la distribucion radial de la temperatura para 10 minutos de
irradiacion y una concentracion de 100 pg/mL, para distintos valores de profundidad del tejido.
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Figura 32. Distribucion radial de la temperatura para 10 minutos de irradiacion y una concentracion de 100 ug/mL.

En la Figura 33, se representa la distribucién volumétrica en estas condiciones de irradiacion.
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Figura 33. Distribucion volumétrica de la temperatura para 10 minutos de irradiacion y una concentracion de 100 ug/mL.
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5.2.3. Modelo 3
En el tercer modelo de estudio se aplica una potencia del ldser de 1 W.

En la Figura 34, se muestra la evolucién temporal de la temperatura para distintas
concentraciones de nanoparticulas en estas condiciones de potencia para un radio de aplicacién de
2mm.

En primer lugar, se observa que la temperatura aumenta drasticamente en todos los casos
durante los 200 primeros segundos pero que a partir de los 400 segundos tiene muy poca variacion.

Se quiere conocer qué valores de concentracidn consiguen causar la muerte celular. Tal y
como se observa en la Figura 34, a partir de una concentracion de 50 pg/mL se alcanzan
temperaturas demasiado elevadas. Ademas, para la concentracion de 10 ug/mL la temperatura no
alcanza los 42 °C, por lo que tampoco se provoca muerte celular en estas condiciones de irradiacion.

Por tanto, se establecen como margenes de interés las concentraciones de 15 pg/mL y 30
ug/mL.
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Figura 34. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 1W
y un radio de aplicacion de 2mm.
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En la Figura 35, se representa la distribucién temporal de temperatura para concentraciones
mayores que 15 pg/mLy menores que 30 pg/mL.
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Figura 35. Evolucién temporal de la temperatura para concentraciones comprendidas entre 15 ug/mL y 30 ug/mL.

Los valores obtenidos para las distintas concentraciones y tiempos de irradiacién son los que
se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 15 ug/mL y 30 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)
5 min 10 min 15 min
15 314.7 314.8 314.9
20 315.5 315.7 315.8
25 316.5 316.7 316.8
30 317.4 317.6 317.7

73



Estudio del efecto de la concentracidon de nanoparticulas en la aplicacion de hipertermia dptica para el
tratamiento de cancer cutaneo

Se observa que la evolucidén temporal no influye notablemente en el aumento de temperatura,
pues a partir de los 5 minutos la temperatura se empieza a estabilizar teniendo pequenas
variaciones. El valor mas éptimo de concentracidn se encuentra entre 20 pg/mLy 25 pug/mL. Se va a
utilizar una concentracion de 25 pg/mL, pues los niveles de toxicidad son muy reducidos y consigue
elevar la temperatura hasta 43.5 °C.

La diferencia de temperatura entre 10 y 15 minutos de irradiacidn es despreciable, por lo que
se establece como tiempo de irradiacién éptimo para esta potencia de 5 minutos.

En la Figura 36 y en la Figura 37 se representa, respectivamente, la distribucion radial de la
temperatura para distintas profundidades del volumen de aplicacién y la distribucién volumétrica de

temperatura.
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Figura 36. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 25 ug/mL.
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Figura 37. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracion de 25 ug/mL.

Se observa de nuevo como el radio de aplicacién condiciona el area de aumento de
temperatura, pues solamente se consigue elevar la temperatura en un radio de 2 mm. Ademas, se
observa que en la superficie se alcanza la mayor temperatura. Para un valor de profundidad de 7.5
mm ya no se logra causar hipertermia., lo cual no supone ningln problema en este caso ya que el
tumor tiene una profundidad de 5 mm.

Para conocer si es posible aumentar la temperatura en un radio mayor, para poder tratar
homogéneamente tumores de mayor tamafo se estudia el efecto de irradiar 1 W de potencia en un
haz de 5 mm de radio.

En la Figura 38, se observa que, al aumentar el radio de aplicacién, la temperatura alcanzada
es menor. Esto es debido a que el valor de la irradiancia es inversamente proporcional al radio de
aplicacion. Por este motivo son necesarios valores de concentracion mas elevados para conseguir las
temperaturas de interés.
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Figura 38. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 1

W y un radio de aplicacion de 5mm.

Los valores de concentracién que logran aumentar suficientemente la temperatura son los

mayores que 50 pg/mL y menores que 100 pg/mL. En la Figura 39, se representa la distribucion

temporal para distintos valores de concentracidn en este rango de aplicacion.
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Figura 39. Evolucién temporal de la temperatura para concentraciones comprendidas entre 50 ug/mL y 85 ug/mL.

Entre los valores representados en la Tabla 11, los mas éptimos son los obtenidos para las
concentraciones de 65 pg/mL a 85 pug/mL. Se establece como valor éptimo el de 75 pg/mL por ser el
valor intermedio de concentracion y de temperatura para causar hipertermia. Ademas, tal y como ha
ocurrido para un radio de aplicacidon de 2 mm y misma potencia, el tiempo de irradiacién mds idéneo
es el de 5 minutos, ya que consigue la temperatura de interés.
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Tabla 10. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 50 ug/mL y 85 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)

5 min 10 min 15 min
50 314.3 314.6 314.8
55 314.6 315 315.2
60 315 315.5 315.6
65 315.3 315.8 316
70 315.7 316.2 316.3
75 316 316.6 316.8
80 316.5 317 317.2
85 316.7 317.4 317.6

En la Figura 40, se comprueba que al aumentar el radio de aplicacidn, se eleva la temperatura
en un area mayor. Aun asi, se consigue alcanzar 42 °C para un radio de 4 mm y 43 °C para un radio de

2.5 mm.
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Figura 40. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracion de 75 ug/mlL.

En la Figura 41, se representa la distribucién volumétrica de la temperatura en estas

condiciones de

irradiacion.
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Figura 41. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 75 ug/mL.
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5.2.4. Modelo 4
En el cuarto modelo de estudio se aumenta la potencia de aplicacidén hasta 1.2 W.

En primer lugar, se va a estudiar el efecto de irradiar con esta potencia en un radio de
aplicacion de 2mm.

En la Figura 42, se observa la evolucion temporal de la temperatura para distintas
concentraciones bajo estas caracteristicas de irradiaciéon. El rango de temperaturas alcanzado es el
mayor de todos los modelos debido al aumento de la potencia de aplicacién. En este caso se
consigue aumentar la temperatura hasta valores objetivo para concentraciones mucho menores, por
debajo de 25 pg/mL.
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Figura 42. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 1.2
W 'y un radio de aplicacion de 2 mm.

En la Figura 43, se representa la evolucién temporal de la temperatura para las
concentraciones objetivo. Como para una concentracion de 25 pg/mL se eleva demasiado la
temperatura, se estudia la distribucién temporal de la temperatura para concentraciones
comprendidas entre 10 ug/mLy 25 pg/mL.

Entre los valores obtenidos en la Tabla 12, se concluye que el valor mas dptimo de
concentracién es de 15 pg/mL, para 5 minutos de aplicacion, pues se consigue alcanzar una
temperatura de 42.7 °C, suficiente para causar la apoptosis celular.
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Figura 43. Evolucién temporal de la temperatura para concentraciones comprendidas entre 10 ug/mLy 25 ug/mL.

Tabla 11. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 10 ug/mlL y 25 ug/mL.

Concentracion Temperatura (K)
(ng/mL)
5 min 10 min 15 min
10 314.6 314.7 314.8
15 315.7 316 316.1
20 316.8 317 317.2
25 317.9 318.2 318.3

En la Figura 44, se representa la distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de
irradiacion y para una concentracidon administrada de 15 pg/mL. Se observa, de la misma forma que
en los modelos anteriores, que se consigue alcanzar la temperatura sobre la zona mas préxima al
punto de irradiacion y que la temperatura alcanzada es mayor en las zonas superficiales del volumen
que en las internas.
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Figura 44. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracion de 15 ug/mL.

En la Figura 45, se representa la distribucidn volumétrica de la temperatura en estas

condiciones de irradiacion.

316

315

314

313

312

311

310

Figura 45. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 15 ug/mL.

Para comprobar si para esta potencia se puede aumentar la temperatura en una area mas

significativa se incrementa el radio de aplicacion del laser a5 mm.
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En la Figura 46, se representa la evolucidn temporal de la temperatura en estas condiciones de

irradiacion.
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Figura 46. Evolucion temporal de la temperatura para distintas concentraciones de nanoparticulas para una potencia de 1.2

W 'y un radio de aplicacion de 5 mm.

Para una concentracién de 50 pug/mL se consigue causar el efecto de hipertermia dptica.

Por este motivo se estudia la distribucién temporal de la temperatura para concentraciones

entre 50 ug/mLy 75 pug/mL, tal y como se muestra en la Figura 47. Los valores obtenidos en la Tabla

13 y representados en la Figura 47, muestran que los valores mas dptimos de concentracidn para

conseguir causar la muerte celular son los comprendidos entre 55 pg/mLy 70 pg/mL. Administrando

60 ug/mL se consigue elevar la temperatura a 43 °C, por lo que se establecen estas condiciones como

las mas dptimas.
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Figura 47. Evolucién temporal de la temperatura para concentraciones comprendidas entre 50 ug/mL y 75 ug/mL.

Tabla 12. Valores temporales de temperatura para concentraciones comprendidas entre 50 ug/mlLy 75 ug/mL

Concentracion
(ng/mL)

50

55

60

65

70

75

5 min

315.3

315.7

316.1

316.5

316.9

317.4

Temperatura (K)

10 min

315.7

316.2

316.7

317.1

317.6

318

15 min

315.9

316.4

316.8

317.3

317.8

318.3

En la Figura 48, se representa la distribucién radial de la temperatura para 5 minutos de

irradiacion y una concentracion de 60 pg/mL, con un radio de aplicacién de 5 mm.
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Se puede observar que se consigue aumentar la temperatura en un radio mayor. Ademas,
analogamente al caso anterior, las zonas mas superficiales consiguen una temperatura mas elevada.
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Figura 48. Distribucion radial de la temperatura para 5 minutos de irradiacién y una concentracion de 60 ug/mL.

En la Figura 49, se representa la distribucién volumétrica de la temperatura.
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Figura 49. Distribucion volumétrica de la temperatura para 5 minutos de irradiacion y una concentracion de 60 ug/mL.
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5.2.5. Comparativa de los resultados

Los resultados experimentales y computacionales muestran distintas dependencias entre
pardmetros.

En los ensayos experimentales se ha estudiado el nivel de citotoxicidad de las nanoestrellas
administradas. Se ha demostrado que a partir de una concentracion de 100 pug/mL se empieza a
producir un efecto téxico sobre los cultivos celulares. Aun asi, resulta mas éptimo administrar las
dosis mas reducidas posibles en tratamientos terapéuticos, para favorecer su posterior eliminacion y
causar un efecto adverso nulo. Debido a este motivo, en los distintos estudios computacionales
realizados para los cuatro modelos de irradiacién, se han seleccionado las concentraciones de
nanoparticulas mas bajas que consiguen elevar la temperatura hasta el rango objetivo en la zona de
interés.

Se ha observado que la potencia y la concentracion administrada son inversamente
proporcionales. Cuando mayor es la potencia, menor es la concentracidon necesaria para conseguir
aumentar la temperatura hasta los valores de interés.

Ademas, los resultados indican que se produce un elevado aumento de la temperatura
durante los 5 primeros minutos de irradiacidn pero que después, la temperatura empieza a
estabilizarse con una ligera tendencia positiva.

En la Figura 50, se muestra como los valores de concentracidn utilizados se ven reducidos a
medida que se aumenta la potencia, para un radio de aplicacién de 2 mm y 5 minutos de irradiacion.
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Figura 50. Comparativa de las distintas dosis de nanoparticulas administradas para cada potencia estudiada con un radio de
aplicacion de 2 mm.

Por lo que hace al radio de irradiacidn, a medida que aumenta disminuye la temperatura
alcanza al aplicar una misma potencia. Esto se debe a que el valor de irradiancia se ve reducido.
Aumentar el radio de aplicaciéon permite tratar el volumen completo de un tumor de forma
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homogénea, aplicando la irradiacion en el centro. El problema de aumentar el radio de aplicacién es
gue aumenta a su vez la concentracion administrada para lograr las temperaturas de interés. Una
solucidn en este caso es aumentar el tiempo de irradiacién, pues aunque varia ligeramente puede
conseguir llegar a los valores de temperatura necesarios para causar hipertermia.

Respecto a la temperatura alcanzada a distintas profundidades del tejido se observa que se
consigue elevar la temperatura correctamente hasta 5 mm de profundidad, valor idéneo, pues el
tumor que se estd simulando tiene esta profundidad.

Se puede considerar que el valor mas éptimo entre los estudiados se encuentra entre las
potencias de 1 Wy 1.2 W, pues consiguen causar la apoptosis celular en 5 minutos de aplicacién y
para concentraciones mas reducidas. Se puede seleccionar como mejor alternativa un haz laser de 1
W de potencia, ya que no existen diferencias significativas entre la concentracién utilizada en estas
dos potencias de aplicacion. Ademas, para esta potencia de aplicacién las concentraciones necesarias
para un radio de 5 mm no son elevadas, por lo que se puede aplicar en ambas variantes.
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CAPITULO 6: Conclusiones

El objetivo de este Trabajo de Fin de Master era verificar el funcionamiento de un equipo de
hipertermia dptica mediante tratamientos sobre cultivos celulares mediados por nanoestrellas y
desarrollar un software para la simulacién de la respuesta térmica del tejido cutaneo ante la
produccién de hipertermia dptica.

En primer lugar, se ha conseguido verificar el correcto funcionamiento del equipo de
hipertermia dptica, asi como realizar los distintos ensayos de toxicidad para conocer el efecto de
administrar las nanoestrellas disefiadas sobre los tejidos celulares objetivo.

En segundo lugar, se ha desarrollado un software que simula la aplicacién de hipertermia
Optica sobre tejido cutdneo, asi como la respuesta ante la variacidn de los parametros de esta
técnica.

Las conclusiones concretas que se han extraido en este proyecto son las que se mencionan a
continuacién.

El equipo de hipertermia dptica, asi como el software que lo respalda funciona correctamente
en aplicaciones experimentales sobre cultivos celulares, ya que consigue aumentar la temperatura de
las distintas muestras, asi como ajustar y almacenar los pardmetros de estudio.

Las nanoestrellas disefiadas se pueden utilizar sobre las lineas celulares Hela y Sk-mel con
concentraciones de hasta 100 pg/ml, para evitar los efectos citotdxicos asociados a una
concentracidn excesiva de estas.

Los cultivos celulares Sk-mel presentan una menor resistencia al tratamiento experimental de
hipertermia dptica que los cultivos celulares Hela.

El software disefiado para la simulacién de la produccién de hipertermia dptica permite
recrear un tratamiento de estas caracteristicas de forma correcta.

La concentracion de nanoparticulas administrada sobre tejido celular es inversamente
proporcional a la potencia aplicada.

El radio de aplicacion de irradiacién es inversamente proporcional a la temperatura obtenida
en el tejido, para condiciones iguales de potencia y de concentracion.

El aumento de la temperatura se concentra en las zonas superficiales y cercanas al punto de
incidencia del haz laser mientras que el tejido adyacente permanece a temperatura mas baja.

Por dltimo, se determina que dependiendo del tamafio del cdncer puede ser necesario aplicar
varios puntos de irradiacidn para tratar la totalidad del volumen cancerigeno.
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CAPITULO 7: Limitaciones y lineas de trabajo futuras

En este proyecto se presentan una serie de limitaciones. En primer lugar, debido a la situacién
ocasionada por la pandemia del COVID-19 no se han podido realizar suficientes ensayos de
hipertermia sobre cultivos celulares, para conocer el efecto de variar empiricamente pardmetros
como la potencia. Ademas, no se han podido ajustar los valores de concentracién administrada mds
Optimos para los tratamientos de hipertermia.

En segundo lugar, la simulacién no incorpora la distribucidén real de las nanoparticulas en el
tejido cutaneo, pues se ha considerado una distribucidn uniforme en la zona de aplicacién.

Se establecen por tanto las lineas futuras de este Trabajo de Fin de Master que se citan a
continuacién.

- Estudiar experimentalmente la variacién de los parametros del equipo de hipertermia éptica
en estudios sobre cultivos celulares.

- Conocer los valores de concentracion mas adecuados para cada aplicacion.
- Realizar pruebas experimentales sobre tejidos cutaneos.

- Estudiar el efecto de biofuncionalizar las nanoparticulas para conseguir una terapia mediada
por farmacos.

- Realizar un modelo computacional que considere la distribucion no uniforme de las
nanoparticulas en tejido cutdneo.

- Estudiar experimentalmente el efecto de aplicar los valores de potencia y concentraciones
Optimos obtenidos en la simulacién computacional.

- Establecer una estrategia de aplicacidon del laser en el minimo ndmero de puntos para
producir hipertermia en toda la superficie tumoral. Para ello seria conveniente reducir el
tiempo de exposicion de cada punto al minimo, aumentando si es necesaria la concentracion
de nanoparticulas dentro de los niveles de toxicidad establecidos.
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1. Introduccidn

Se ha realizado el presupuesto del presente Trabajo de Fin de Master con la finalidad de
conocer los costes asociados al desarrollo e implementacidn de los procedimientos llevados a cabo.

Para ello se tienen que tener en cuenta los costes asociados al personal, al software y
hardware que han sido empleados tanto en el disefio computacional como en el experimental.
Ademas, se tienen que considerar los materiales utilizados en el desarrollo experimental.

A continuacidn, se detalla cada uno de los costes que se han citado con anterioridad.

2. Coste personal

El coste de personal es el coste asociado al trabajo realizado por las personas que han
intervenido en el desarrollo del proyecto. En este caso se tiene en cuenta el trabajo llevado a cabo
por una ingeniera industrial, que es la tutora del proyecto y por la autora del trabajo, una estudiante
del master en Ingeniera Biomédica.

En la Tabla 1 se incluyen los costes asociados al personal, teniendo en cuenta las horas
trabajadas y el coste unitario estandar.

Tabla 1. Costes de personal.

Perfil personal Horas trabajadas Coste unitario (€) Coste total (€)
Ingeniera industrial 30 60 1800
Ingeniera biomédica 350 40 14000

TOTAL 15800

3. Coste de software

Para el desarrollo computacional y experimental se han utilizado una serie de programas
especificos, cuyo coste se encuentra recogido en la Tabla 2. En esta se detallan tanto las tareas
implementadas por cada uno de los programas como el coste de la licencia y amortizacion.
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Tabla 2. Costes de software.

Software Tarea Amortizacion = Coste licencia Periodo de Coste total
desarrollada (meses) (€) uso (meses) segun el
periodo de
uso (€)
Comsol Modelado y 24 6485 5 1351
Multiphisics  simulacidn del
proyecto
Matlab Visualizacién y 6 5 -
R2019b tratamiento . .
Licencia de
de los datos estudiante
obtenidos en
el proyecto
Office 365 Word 3 150 5 150
Excel
PowerPoint
Windows 10 Sistema 3 140 5 140
operativo
utilizado
TOTAL 1641

4. Coste hardware

Los costes asociados a los equipos hardware empleados se muestran en la Tabla 3. Por un
lado, se ha utilizado un ordenador portatil para el desarrollo del estudio computacional y
experimental y para la elaboracién de la memoria. Entre estos costes se incluye a su vez el equipo de
hipertermia dptica para la realizacién de las pruebas experimentales.
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Tabla 3. Costes equipos.

Hardware Tarea Periodo Coste unitario Periodo de Coste total
realizada amortizacion (€) uso (meses) segun el
(meses) periodo de
uso (€)
Ordenador Desarrollo del 40 700 5 88
portatil HP estudio
computacional,
control del
equipo de
hipertermia y
redaccion.
Equipo de Realizacion de 24 11882 2 990
hipertermia las pruebas de
Optica irradiaciéon
sobre cultivos
celulares.
TOTAL 1078

5. Costes materiales experimentales

Los costes experimentales se pueden dividir en los costes asociados a los reactivos y a los
equipos del laboratorio. En la Tabla 4 se detallan los distintos equipos utilizados para la medida de
los procedimientos llevados a cabo vy la realizacién de las pruebas experimentales.
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Material Cantidad
Incubadora 1
Sonicadora 1

Fisherbrand FB
15047
Campana 1

Telster Bio lIA

Bafio de calor 1
Congelador 1
Centrifugadora 1

Koch Bunsen

Microscopio 1
NIKON eclipse
T5100

Tabla 4. Costes equipos experimentales.

Periodo

amortizacion

(meses)

24

TOTAL

Coste unitario

(€)

325

1316

5716

165
1600

640

1565

Periodo de Coste total
uso (meses) segun el
periodo de
uso (€)
2 217
2 439
2 476
2 165
2 640
2 320
2 522
2779

Ademas, se han utilizado una serie de reactivos, materiales y cultivos celulares, tal y como se

muestra en la Tabla 5.
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Material
Camara de Neubauer
Células Hela
Células Sk-mel
Medio DMEM
PBS
Antibiético PS
DMSO
Tripsina
MTT Serva
Tripan Blue

Pipeta seroldgica (1
MI) (pack 100 ud)

Pipeta de dilucién
manual

Puntas de pipeta (pack
960 ud)

Falcon (pack 50 ud)

Placas de cultivo
multipocillo (pack 50
ud)

Placas de cultivo (pack
20 ud)

Tabla 5. Costes materiales.

Cantidad

TOTAL

Coste unitario (€)

50

758

760

39

94

17

80

107

17

23

14

215

70

28

65

16

Coste total (€)
50
758
760
39
94
17
80
107
17
23

14

860

140

28

65

16

3095
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6. Coste total

El coste total engloba todos los costes asociados al desarrollo e implementacidn del Trabajo de

Fin de Master “Estudio del efecto de la concentracién de nanoparticulas en la aplicacién de

hipertermia dptica para el tratamiento de cdncer cutaneo”.

En la Tabla 6, se incluye el coste total sin IVA, mientras que en la tabla 7, se encuentra el coste

total del presente trabajo.

Tabla 6. Coste total sin IVA.

Categoria Coste (€)
Coste de personal 15800
Coste de software 1641
Coste de hardware 1078
Coste de materiales experimentales 5874
COSTE TOTAL SIN IVA 24393

Tabla 7. Coste total.

Categoria Coste (€)
Coste total sin IVA 24393
IVA (21%) 5123
COSTE FINAL 29516

106



