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5.9. Imagenes de las dindmicas de calcio tomadas simultdneamente
durante la fotoestimulacién de ChR2. Se estimularon neuronas
corticales de fetos de ratas modificadas genéticamente para ex-
presar la protefna fotoestimulable canalrodopsina-2 (ChR2) con
1, 5y 10 mW/mm? segiin se indica, usando pulsos de luz azul
durante 10 ms cada 90 ms empezando 5-15 segundos (represen-
tados por los puntos azules sobre la linea negra de cada gréfico)
después del inicio de la adquisicion de imagen. El indicador de
calcio genéticamente codificado GCaMP6f se utiliz6 para detectar
el calcio (senial verde en A). (A) Cuadros de time-lapse confocal
para cada condicion indicada, sin estimulaciéon o con optoestimu-
lacién a baja (5 mW/mm?) y alta irradiancia (10 mW/mm?).
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individuales durante la estimulacién con luz azul, en ausencia
del indicador de calcio sirviendo como senal basal. Los siguientes
graficos muestran la senal de fluorescencia verde relativa cuanti-
ficada en células individuales en condiciones de no estimulacién
(en negro) y en condiciones de estimulacién (en azul). . . . . .. 189
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Resumen

Esta tesis doctoral se enfoca en la creacién y validacion de sistemas opto-
electrénicos para aplicaciones biomédicas, en concreto para la terapia fototérmi-
ca contra el cancer de piel y la optogenética para la regeneracién de tejido
nervioso. En su transcurso, se ha desarrollado un conjunto de herramientas y
dispositivos que abarcan desde la experimentacién sobre cultivos celulares hasta
modelos computacionales que simulan el tratamiento.

Para la terapia fototérmica, se ha disenado y construido un equipo de expe-
rimentacién in vitro validado sobre cultivos celulares. Este dispositivo, equipado
con funcionalidades para controlar la potencia del laser, gestionar los tiempos
de irradiacién, realizar un posicionamiento automatico de varias muestras ba-
jo el haz, y monitorizar la evoluciéon de la temperatura, se presenta como una
herramienta altamente beneficiosa para la investigacién en esta area.

Después, se exploré la simulacién mediante el Método de Elementos Finitos
para analizar el comportamiento de las nanoparticulas y sus suspensiones en
agua, arrojando luz sobre sus potenciales aplicaciones en terapias fototérmicas
y campos relacionados.

Gracias al aprendizaje obtenido en los primeros pasos de este estudio, se logré
el desarrollo de dos nuevos equipos que habilitan la realizacién de experimentos
in vivo. Ademads, se ha implementado un modelo computacional disenado para
investigar el impacto de la terapia fototérmica en tejido biolégico.

Por 1ultimo, se desarrollé un dispositivo optoelectrénico de reducidas dimen-
siones y alta potencia para la estimulacién optogenética de neuronas modificadas
genéticamente, con el objetivo de observar el transitorio de la estimulacién y asi
entender en mayor medida las posibilidades que ofrece la optogenética en el
campo de la regeneracion de tejidos.
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Resum

Aquesta tesi doctoral es centra en la creacié i validacié de sistemes opto-
electronics per a aplicacions biomediques, especificament per a la terapia fo-
totermica contra el cancer de pell i optogenetica per a la regeneracié del teixit
nervids. Durant el seu desenvolupament, s’han dut a terme un conjunt d’eines
i dispositius, des de ’experimentacié en cultius cel-lulars fins a models compu-
tacionals que simulen el tractament.

Per a la terapia fototérmica, s’ha dissenyat i construit un dispositiu de expe-
rimentacié in vitro validat en cultius cel-lulars. Aquest dispositiu, equipat amb
funcionalitats per controlar la potencia del laser, gestionar els temps d’irradiacid,
realitzar un posicionament automatic de diverses mostres sota el feix i monito-
ritzar I'evolucié de la temperatura, es presenta com una eina altament benefi-
ciosa per a la recerca en aquest ambit.

A continuacid, s’ha explorat la simulacié mitjancant el Metode d’Elements
Finits per analitzar el comportament de les nanoparticules i les seves suspensions
en aigua, aportant llum a les seves possibles aplicacions en terapies fototermiques
i camps relacionats.

Gracies al coneixement adquirit en les primeres etapes d’aquest estudi, s’ha
aconseguit el desenvolupament de dos nous dispositius que possibiliten realitzar
experiments in vivo. A més, s’ha implementat un model computacional dissenyat
per investigar 'impacte de la terapia fototérmica en teixit biologic.

Finalment, s’ha desenvolupat un dispositiu optoelectronic de reduides dimen-
sions i alta potencia per a l'estimulacié optogenética de neurones modificades
geneticament, amb 'objectiu d’observar la estimulacié transitoria i comprendre
millor les possibilitats que ofereix ’optogenética en el camp de la regeneracié
de teixits.
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Abstract

This doctoral thesis focuses on the creation and validation of optoelectro-
nic systems for biomedical applications, specifically for photothermal therapy
against skin cancer and optogenetics for nerve tissue regeneration. During its
course, a set of tools and devices has been developed, ranging from experimen-
tation on cell cultures to computational models simulating the treatment.

For photothermal therapy, an in vitro device has been designed and cons-
tructed for experimentation in cell cultures. This device, equipped with fun-
ctionalities to control laser power, manage irradiation times, perform automatic
positioning of multiple samples under the beam, and monitor temperature evo-
lution, emerges as a highly beneficial tool for research in this area.

Next, simulation using the Finite Element Method was explored to analyze
the behavior of nanoparticles and their suspensions in water, shedding light on
their potential applications in photothermal therapies and related fields.

Thanks to the knowledge gained in the early stages of this study, the develop-
ment of two new devices enabling in vivo experiments was achieved. Furthermo-
re, a computational model designed to investigate the impact of photothermal
therapy on biological tissue has been implemented.

Finally, a compact, high-power optoelectronic device was developed for the
optogenetic stimulation of genetically modified neurons, with the aim of ob-
serving the stimulation transient and gaining a better understanding of the
possibilities that optogenetics offers in the field of tissue regeneration.
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Capitulo 1

Introduccion

La luz es un factor clave para el desarrollo de la vida en la mayoria de las
especies desde el momento de la aparicién de las primeras formas de vida en el
planeta, que requerian de la energia externa aportada por la radiacién luminica
para poder nutrirse. A su vez, estas pequenas formas de vida transformaron la
atmésfera hasta contener la proporcion exacta de elementos que posibilité el
desarrollo de seres vivos complejos tal y como los conocemos ahora. Es de esta
ocurrencia natural que los organismos han incluido en su composiciéon elementos
fotosensibles que ahora podemos extraer y aprovechar. En la actualidad, la luz
es una herramienta méas que creamos y manipulamos a voluntad: bombillas,
LED, pantallas de televisién, hasta complejos chips de diagndstico médico que
producen fluorescencia cuando se ponen en contacto con un antigeno concreto.

En las siguientes paginas revisaremos el desarrollo de dos campos novedosos
que han surgido a partir del uso de la luz y que podrian ser clave para mejorar
la salud y la calidad de vida de las personas en el futuro: la terapia fototérmica,
relacionada con el uso de la luz para aumentar la temperatura interna de los
tumores y frenar su crecimiento, y la optogenética, donde la luz estimula el
crecimiento y diferenciaciéon de neuronas para regenerar el tejido nervioso.

Estos campos estdn alineados con los objetivos de desarrollo sostenible del
programa Agenda 2030 promovido por la Unién Europea, concretamente con el
objetivo ntmero 3, consistente en promover la salud y el bienestar, ya que con el
desarrollo de esta tesis se pretende mejorar la eficacia de tratamientos dirigidos
a la salud publica.
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1.1. Terapias fototérmicas dirigidas al
tratamiento del cancer de piel

1.1.1. Antecedentes

La terapia fototérmica tiene un trasfondo en el que se unen dos conceptos
existentes previamente: la hipertermia y la nanotecnologia.

En su definicién, el concepto de hipertermia consiste en un aumento de
temperatura corporal, sea por acciones externas o mecanismos internos, que
por su magnitud causa danos en los tejidos al superar el rango de temperaturas
que estos son capaces de soportar y contrarrestar. En condiciones normales de
funcionamiento, el cuerpo humano se mantiene en temperaturas de entre 35 y 37
°C, y cuando enferma causando fiebre puede aumentar hasta los 41 °C, incluso
més, aunque raramente, causando los dafios mencionados (Desforges and Simon,

1993).

En este punto hay que diferenciar dos tipos de muerte celular para acotar el
campo en el que se mueve la hipertermia: en el rango de temperaturas anterior-
mente descrito, apenas unos grados por encima de la normalidad, se iniciaria
una cadena de eventos dentro de las células que activarian la muerte celular pro-
gramada, es decir, la apoptosis (Harmon et al., 1991; Ahmed et al., 2015). Por
otro lado, si la temperatura continiia creciendo y a la célula no le da tiempo a
amortiguar los efectos y se rompe su membrana lipidica, se produce la necrosis,
cuya respuesta inflamatoria es mucho mayor y seria deseable evitar, como es el
caso de la ablacién (McHugh and Turina, 2006).

En la bibliografia suelen aparecer dos hipdtesis distintas de cual fue el origen
del uso de la hipertermia como terapia: unos otorgan a Hipd6crates (460-370
A.C.) la autorfa intelectual al describir una forma en la que el fuego podria curar
los males del cuerpo, aunque se suele pensar que éste se referia a la ablacion
del tejido aplicando hierros calentados al rojo vivo. Otros prefieren atribuir las
primeras escrituras sobre hipertermia a unos papiros egipcios que datan del ano
3000 A.C. (van der Zee, 2002). Con menor frecuencia de aparicién, hay evidencia
de que unos documentos de origen indio que datan del afio 3000 A.C. describen
la aplicacién de hipertermia local y generalizada (Singh, 1991).

Dejando a un lado las escrituras antiguas, existe consenso en atribuir el
origen del estudio de la hipertermia segin la ciencia moderna a W. Busch,
quien en 1866 observé y publicé que un sarcoma podia desaparecer cuando el
paciente padecia a la vez una infeccién bacteriana que le producia una fiebre
muy alta, de forma que hipotetizé la posibilidad de tratar el cancer elevando

2 de 194



Capitulo 1. Introduccién

la temperatura de este (Busch, 1866). En 1893 se encuentra el primer estudio
clinico, por W.B. Coley, quien inyecté toxinas bacterianas a propdsito para
producir fiebre y observar el desarrollo del cdncer (Coley, 1893).

Al parecer, el interés en la hipertermia se perdié temporalmente cuando
surgieron los antibiéticos y la radioterapia, mucho més efectiva y sencilla en
comparacion, sin embargo, Dietzel en 1975 lista hasta 900 articulos sobre esta
disciplina (Dietzel, 1975). Ese mismo afio se produjo en Washington el primer
simposio sobre el uso de la hipertermia para el tratamiento del cancer, y su
interés volvié a crecer. Apenas 5 anos después se encuentra bien definido el
rango de temperatura que es admisible para su uso clinico: entre 41 y 43 °C,
y reconociendo que, si el aumento de temperatura se da en todo el cuerpo a
la vez, a partir de 42 °C se producian complicaciones, por lo que era mejor la
aplicacién local de calor. A la par, se produjeron los primeros ensayos clinicos del
uso de la hipertermia en combinacién con radio y quimioterapia, aumentando
su efectividad (Dietzel, 1983).

Siguiendo con el interés de la hipertermia en aplicaciones oncoldgicas, a
continuacion se presentaran, brevemente, conceptos relacionados que ayudaran
a comprender y justificar la racionalidad de esta propuesta.

1.1.2. Sobre el cancer: el proceso de carcinogénesis

Las células del cuerpo humano con capacidad de dividirse se reproducen con
una frecuencia media de una vez cada 24 horas, reemplazando aproximadamente
330 mil millones de células cada dia (Bernard and Herzel, 2006). Esta divisién es
un proceso normal que se da como respuesta a una serie de estimulos, internos
o externos, y que conlleva el crecimiento, reparacion o reemplazo de un tejido
celular. La formacion de nuevas células que conforman los tejidos se da mediante
la mitosis, un proceso en el que las cadenas de ADN contenidas en el ntcleo
celular se copian y se empaquetan en cromosomas para después dividirlos por
partes iguales entre las células resultantes (VanPutte et al., 2016). Este proceso
no es infinito ni perfecto, ya que en ocasiones el ADN resultante puede verse
afectado por variaciones imprevistas, denominadas mutaciones.

Las mutaciones no solo ocurren por errores en el proceso de mitosis, sino
que se pueden crear y acumular en el ADN celular por la aparicién de estimulos
daninos. Entre los mas comunes se pueden enumerar:

= La hipoxia, o falta de oxigeno, que interferiria en la respiracion aerdbica
de la célula

= La presencia de sustancias quimicas, capaces de alterar la permeabilidad
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de la membrana celular, la homeostasis osmética o la integridad de las
enzimas. Estos agentes pueden encontrarse diariamente en el medio en el
que vivimos: contaminacién, insecticidas, drogas, etanol... (Cohen and
Arnold, 2011)

= Agentes infecciosos, como virus y bacterias que se aprovechan de las fun-
ciones celulares para nutrirse o reproducirse (Hattori and Ushijima, 2016)

= Reacciones inmunoldgicas, en las que el sistema inmune actia contra el
propio tejido, por ejemplo, cuando existe una alergia

= Factores genéticos, de nuevo la propia acumulacién de mutaciones puede
resultar danina para el resto de las células

= Desequilibrios nutricionales, ya sea insuficiencia caldrica, la falta de vita-
minas especificas, o por el contrario el exceso de grasas o glucosa (Weis-
burger et al., 1993)

= Agentes fisicos ya sean mecdnicos (traumatismos) o no, como la tempera-
tura, la radiacién, la exposicién prolongada a la luz solar, o la electricidad

= Por ultimo, la senescencia celular, el envejecimiento, que da lugar a alte-
raciones en la replicacién y la disminucién de la capacidad de reparar las
células y tejidos (Martien and Abbadie, 2007).

Aunque las mutaciones de ADN ocurren a menudo y son la base para la
adaptacion al medio y la evolucién, también suelen ser daninas para la célula.
En este caso, las propias células tienen mecanismos de deteccion de irregulari-
dades o danos en la cadena que pueden iniciar el camino de la muerte celular o
apoptosis, por lo que este problema no se reproduce. Incluso si este mecanismo
falla, con mayor probabilidad la mutacién va a ser inviable en el momento de la
expresion genética, dando lugar a una fisiologia celular desregulada que finali-
zard igualmente con la muerte celular. El mayor problema y el tema que aqui se
trata ocurre cuando una serie de mutaciones evade los mecanismos de muerte
celular y a su vez permite la reproduccién desregulada e ilimitada de la célula
en cuestién, como se muestra en la Figura 1.1, dando lugar a una neoplasia: la
diferenciaciéon anormal de una célula que puede ser la base para el crecimiento
de un tumor, o en su forma mds dafina, el cdncer (Stewart et al., 2003).

En términos académicos, un tumor es un crecimiento anormal y desregulado
de un tejido, es decir, que en ausencia de estimulos externos es capaz de con-
tinuar creciendo, ya sea porque produce factores de crecimiento por si mismo,
porque no necesita la senalizacion de estos factores para reproducirse, o ignora
los inhibidores. La nomenclatura de tumor se mantiene mientras el crecimien-
to no representa un peligro inminente para la vida del paciente y las células
malignas son capaces de reproducirse unicamente en el volumen del tumor.
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Figura 1.1: En un ciclo celular normal, la célula se reproduce, lleva a cabo sus funciones
y finaliza su vida en la senescencia y apoptosis. En los procesos tumorales, una célula
que ha sufrido una mutacion viable puede ser capaz de reproducirse ilimitadamente,
transmitiendo esta mutacion. Ademds, la acumulacion de mutaciones crea una serie
de nuevas células diferenciadas que conviven en el mismo tumor, cada una con sus
fortalezas y debilidades.

Por otro lado, como se ilustra en la Figura 1.2, la denominaciéon de cancer
aparece cuando el crecimiento del tumor se considera mas agresivo, mas ma-
ligno. Generalmente, un tumor se reproduce localmente dando lugar a células
casi idénticas a la inicial, por lo que es facil de focalizar el tratamiento al tejido
concreto, aunque igualmente puede dar lugar a enfermedades muy graves. Sin
embargo, otros se reproducen rapidamente dando lugar a nuevas mutaciones que
crean células muy diferenciadas de la precursora, con nuevos puntos débiles y
fortalezas que evaden el tratamiento y siguen replicindose independientemente
del resto. Ademsds, al reproducirse con avidez acaban invadiendo tejidos con-
tiguos, o incluso metastatizando, que consiste en trasladar nuevos puntos de
crecimiento a otros lugares del cuerpo, por lo que el tratamiento se complica y
la mortalidad es mayor (Kumar et al., 2017).

Los tumores no sé6lo se componen de las propias células con mutaciones y su
descendencia, sino que se rodean del estroma, tejidos normales conectivos, vasos
sanguineos y células inflamatorias. El estroma es clave para la supervivencia del
tumor ya que lleva la sangre y provee el soporte para su crecimiento, por lo que
sus caracteristicas en muchas ocasiones van a determinar el comportamiento
del tumor (Egeblad et al., 2010; Li et al., 2007). Recientemente, este hecho ha
atraido la atencion de la investigacién de nuevos tratamientos focalizandolos

5 de 194



Capitulo 1. Introduccion

Hiperplasias

Cancer

Figura 1.2: La denominacion de la enfermedad es un concepto anidado: tumor y cdncer
son formas de hiperplasias, y un cdncer es una forma de tumor, pero no al revés.
Mientras que el tumor se encuentra localizado y tiene un crecimiento paulatino, el
cdncer tiene un crecimiento rdpido y capacidad de metastatizar.

en aprovecharse de o destruir el estroma, como sera el caso de las terapias
fototérmicas.

Hasta este punto se han tratado las causas y las caracteristicas bésicas del
cancer:

= Autosuficiencia para la senalizacion del crecimiento sin necesidad de fac-
tores externos

= Insensibilidad a inhibidores de crecimiento

= Evasién de la muerte celular

= Desarrollo del estroma, angiogénesis

= Habilidad de invadir otros tejidos y metastatizar

= Potencial de replicacion sin limites

1.1.3. Estadisticas

El cancer es un problema de salud que afecta a millones de personas en todo
el mundo. Segin la Organizacién Mundial de la Salud, se contabilizaron un total
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de 19.3 millones de casos nuevos y 10 millones de muertes asociadas al cédncer
en el ano 2020. Los casos méas comunes fueron los de pulmén, pecho, colorrectal,
préstata y estémago.

Globalmente, el cancer de pulmén es el que méas afecté a la poblacién por
igual durante el 2020, con un total del 11.4 % de los nuevos casos. En mujeres,
el cancer de pecho fue méds comin contando con el 24.5 %, y en hombres el de
préstata con un 13.7% (Sung et al., 2021).

En cuanto al cancer de piel, especificamente del melanoma cutdneo, su va-
riante més dafnina, se estima que en 2020 se produjeron 325000 nuevos casos
y 57000 muertes. Debido a su tendencia creciente, que se atribuye a la mayor
exposicién de personas vulnerables a la radiacion ultravioleta, se espera que su
incidencia sea de 510000 nuevos casos por ano a partir del 2040 (Arnold et al.,
2022). Su incidencia varfa significativamente con la geograffa, alcanzando los 42
casos por cada 100000 personas en Australia, 19 por cada 100000 en el oeste de
Europa, y siendo raramente observado en el continente africano con menos de
1 caso por cada 100000 personas (Leiter et al., 2020).

Se estima que los tratamientos de cancer costaron a la zona Euro unos 57.3
billones de euros en 2017, a lo que se deben sumar los costes indirectos por
pérdida de productividad y mortalidad, estimados en 10.6 y 47.9 billones de
euros, respectivamente. Si se suman otros costes del cuidado de los pacientes,
el total asciende a 141.8 billones de euros, el 1.07 % del PIB (American Cancer
Society, 2022).

1.1.4. Efectos en el anfitrién

Los efectos que los tumores son capaces de producir en su anfitrién son alta-
mente variados, ya que afectan al normal funcionamiento del tejido colindante,
por lo que dependera de su localizacién. Sin embargo, hay varios sintomas que
son comunes a todos ellos:

= Pérdida de masa corporal, debilidad, anorexia y anemia. Debido a la pro-
duccién de citoquinas por parte del tumor, el ritmo metabdlico del paciente
se ve incrementado, ademas, se puede observar que algunos tumores produ-
cen enzimas proteoliticas o lipoliticas, es decir, que promueven el consumo
de proteinas y lipidos en el resto del cuerpo (Cleeland, 2000).

= Aparicién de sindromes paraneoplésicos, que no se pueden explicar direc-
tamente por la invasién de un tejido concreto o la secrecion de enzimas por
parte del tumor. Normalmente, un sindrome se puede asociar a un tipo de
neoplasia. Entre los mas comunes se puede encontrar la hipercalcemia o
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la endocarditis trombética, asociados a cancer de pulmoén o pecho y otros
de tipo hematoldgico (Pelosof and Gerber, 2010).

1.1.5. Meétodos de diagnéstico

El método méas comun y ampliamente utilizado para el diagnéstico de una
neoplasia es mediante histologia, consistente en extraer una muestra de las célu-
las o el tejido sospechoso, mediante frotis, aspiraciéon o biopsia. Esta muestra
se tine para su observacion en el microscopio, a partir de la cual se puede in-
ferir una anormalidad en el tejido, ya sea en la morfologia celular individual
o colectiva, como se puede observar en la Figura 1.3. Una vez detectada una
posible neoplasia, se pueden tenir nuevas muestras con tinciones especiales que
senalen la existencia de caracteristicas concretas de un tumor, biomarcadores,
para acotar en mayor medida el tipo y el posible tratamiento (Mannelli, 2019;
Wei et al., 2017).

@  ® e )

Figura 1.3: Ejemplo de histologia de cdncer de pecho: (a) benigno, (b) carcinoma in
situ, (¢) carcinoma invasivo, (d) tejido normal. Publicado en Y. Wang et al., ”Breast
Cancer Image Classification via Multi-Network Features and Dual-Network Orthogonal
Low-Rank Learning,” in IEEE Access, vol. 8, pp. 27779-27792, 2020, bajo licencia CC
BY 4.0.

Estos biomarcadores se encuentran ocasionalmente fuera del lugar del tu-
mor, por lo que existen ensayos bioquimicos que los detectan con muestras de
sangre, orina u otros fluidos. Aunque esta técnica no puede asegurar ni clasificar
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inmediatamente un cancer, es de gran ayuda en la deteccién temprana (Hanash
et al., 2011). Actualmente, se apoya en la aparicién de la inteligencia artificial y
las redes neuronales con autoaprendizaje para encontrar patrones en los datos
suministrados por los sensores que den indicios de la presencia de una neoplasia.
Estos patrones son combinaciones no lineales que eran dificilmente reconocibles
por los médicos o mediante regresiones lineales (Xiao et al., 2021; Kather and
Calderaro, 2020).

En linea con las técnicas de aprendizaje automatico, la imagen médica se esta
transformando en ese sentido, ya que no sélo serviria para visualizar el lugar
del tumor, sino que los algoritmos también podrian reconocer microtumores o
pequenas variaciones que indiquen que se va a desarrollar un tumor en una
zona concreta, asi como medir su extension y predecir su crecimiento, como se
ha aplicado en el caso de céncer de mama (Bera et al., 2022; Robertson et al.,
2018; Corti et al., 2022).

Las técnicas més avanzadas que hoy en dia dan lugar a diagnésticos exactos
consisten en el analisis molecular del tumor, capaz de predecir su comportamien-
to. Mediante la replicacion de su material genético en PCR y su hibridacién in
situ con sondas fluorescentes (FISH) se puede diagnosticar cémo de maligno es
el tumor, su prognosis, las varias mutaciones que pueda haber producido, y cual
es el tratamiento més indicado segin los receptores activos en su membrana.
Debido a los avances en la tecnologia de imagen, sensores, mecatrénica y mi-
crofluidica, esta técnica se lleva a cabo mediante procesos casi automatizados
(Lander et al., 2023; Sokolenko and Imyanitov, 2018).

Por dltimo, aunque es menos comin, también se puede llevar a cabo un
perfil completo del tumor mediante la secuenciacion de mRNA o del genoma
completo, para observar sus mutaciones y, en comparacién con una muestra
normal, determinar qué genes se expresan en mayor o menor medida (der Auwera
et al., 2010; Zhang et al., 2006).

1.1.6. Cancer de piel: definicién, tipos y factores de
riesgo

El cancer de piel se puede definir como aquella lesién neoplésica que ocurre
en la epidermis. Para facilitar su entendimiento segun origen y evolucién, se
pueden clasificar en benignos y malignos
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1.1.6.1. Neoplasias epiteliales benignas

Las neoplasias epiteliales benignas suelen crecer a partir de células madre
que residen en la epidermis y en los foliculos pilosos. Estos tumores crecen hasta
un tamano bastante limitado y por lo general no se transforman en malignos.
Entre ellas se encuentran la queratosis seborreica, la queratosis actinica y los
nevus.

Queratosis seborreica

Esta lesién pigmentada se suele dar en personas de mediana o avanzada
edad. Su aspecto es redondeado y escamoso, con tamanos de pocos milimetros
a centimetros, con la apariencia de que estan pegadas en la piel, y de colores
marrones oscuros. Aparecen espontdneamente y suelen ser numerosas en la es-
palda, aunque pueden aparecer en las extremidades. En muchas ocasiones se
debe a mutaciones que activan la expresién del gen del receptor 3 de los fac-
tores de crecimiento de fibroblastos (FGF). Aunque tienen poca importancia
clinica, la aparicién masiva de estas lesiones puede ser parte de un sindrome pa-
raneoplasico, cominmente carcinomas gastrointestinales que producen factores
de crecimiento dirigidos a la proliferacién de la epidermis (Luba et al., 2003;
Wollina, 2019).

Queratosis actinica

Estas lesiones se denominan actinicas ya que se deben a la exposicién a la
luz del sol, cuya luz ultravioleta provoca danos en el ADN, y son comunmente
menores de 1 cm en didmetro, de color marrén o rojo, y asperas al tacto, como
la que se observa en la Figura 1.4. Suelen ser precedentes de carcinomas, aunque
en muchas ocasiones se da la recesién o se mantienen en tamano. Son comunes
en pieles claras y aumentan con la edad y con la exposicion a la luz solar directa
(Siegel et al., 2017).

Newvus melanociticos

Comunmente conocidos como pecas o lunares, son lesiones benignas proce-
dentes de melanocitos, congénitas o adquiridas, que migran hacia la superficie
y tienden a crecer en grupos. Ademads, producen muchos pigmentos, de ahi su
caracteristico coloramiento. Aunque su interés es inicamente cosmético, en oca-

siones se pueden irritar o imitar a un melanoma, en cuyo caso se pueden extraer
(Bodman and Aboud, 2023; Roh et al., 2015).
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Figura 1.4: Queratosis actinica en el reverso de la mano. Fuente: The Skin Cancer
Foundation.

Nevus displdsicos

Es una formacién a la que los médicos se refieren como lunar atipico, ya que
presentan pocas diferencias con un lunar comun. Son potenciales precursores
del melanoma y pueden aparecer en lugares no expuestos a la luz, aunque en
raras ocasiones es el propio nevus el que evoluciona en un melanoma, sino que
aparece uno nuevo (Goldstein and Tucker, 2013).

1.1.6.2. Neoplasias epiteliales malignas

Entre las neoplasias epiteliales malignas mas comunes se pueden encontrar:
Carcinoma de células escamosas

El carcinoma de células escamosas es comun en personas mayores, y apare-
ce en lugares expuestos a la luz solar, a sustancias carcinogénicas industriales,
tulceras, quemaduras o radiacién ionizante. Aparece como una lesién muy niti-
da, roja, con escamas. Las formas mas avanzadas e invasivas tienen una forma
nodular y pueden estar por debajo de la piel (Alam and Ratner, 2001).

Carcinoma de células basales

Es un cdncer bastante comin de crecimiento lento que raramente termina
metastatizando, se puede ver como péapulas nacaradas, comunmente con pe-
quenos vasos sanguineos observables, como en la Figura 1.5. Algunos contienen
pigmentos de melanina por lo que se confunden con melanomas. Sin duda, el
mayor factor de riesgo es la exposicién a luz solar danina. Estos tumores se
suelen curar por escisién local, pero la probabilidad de que se genere otra lesién
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Figura 1.5: Papula caracteristica de un carcinoma de células basales. Fuente: The Skin
Cancer Foundation.

en 5 anos es del 40 %. Una lesién avanzada puede provocar tlceras y, si no se
tratan durante anos, pueden invadir el hueso y los senos faciales (Rubin et al.,
2005).

Melanoma

Es la lesién menos comun, pero con mayor mortalidad que los otros tipos. La
exposicion a la luz solar es un factor claro para aumentar su incidencia, como es
el caso de Australia, un lugar con mucha luz solar y poblacién de piel clara que
acumula individualmente la mayoria de los casos. Una exposicion muy intensa
e intermitente a edades tempranas resulta particularmente dafina (Ledn et al.,
2013).

Estos tumores contienen miles de mutaciones genéticas adquiridas mayor-
mente debido a la exposicién a radiacién ultravioleta, aunque la predisposicién
hereditaria también es otro factor para tener en cuenta (con entre el 5y 10%
de los casos). La lesién crece primero horizontalmente extendiéndose en la epi-
dermis durante mucho tiempo, sin capacidad de metastatizar. Esta tiene un
aspecto con multiples posibilidades en coloracién: puede ser negra, marrén, ro-
ja, azul oscuro o gris, con bordes irregulares y hundidos, como el ejemplo de la
Figura 1.6. Después, cuando se crean células tumorales con potencial para la
metastasis, la lesién crece verticalmente desarrollando un nédulo debajo de la
lesién horizontal.

Aunque la mayoria aparece en la piel, algunos melanomas pueden ocurrir en
la cavidad oral y otras superficies mucosas, el eséfago, las meninges o los ojos.
El primer signo de aparicién de un melanoma cutaneo es un cambio de color en
una lesion aparentemente benigna, después, su crecimiento repentino y rapido,
picor y bordes irregulares. La mayoria de las lesiones superficiales se puede curar
rapidamente mediante cirugia, siempre y cuando el melanoma se haya reconocido
de forma prematura. Una vez crece verticalmente, la probabilidad de metéastasis
depende de su profundidad, y suele migrar al higado, a los pulmones y al cerebro.
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Figura 1.6: Ejemplo de melanoma: las senales de alerta son una lesidn asimétrica,
oscura, con bordes irregulares y hundida. Fuente: The Skin Cancer Foundation.

En este caso la prognosis es muy pobre. Es comin que la metdstasis aparezca
muchos anos después de tratar un melanoma, por lo que se piensa que el sistema
inmune es capaz de retenerlo parcialmente, y de esta base se han desarrollado
algunos tratamientos inmunolégicos (Schadendorf et al., 2015).

1.1.7. Tratamientos

El estandar de oro para el tratamiento de una neoplasia en la epidermis
consiste en la escision quirurgica y biopsia de la masa de tejido afectada. Sin
embargo, en caso de que sea complicado de extraer, se valora el curetaje y dia-
termia, crioterapia, fArmacos quimioterdpicos de aplicacién tépica, radioterapia,
0 una cirugia mas profunda con una consiguiente terapia de reparacién de tejido
(Simoes et al., 2015).

En el proceso de curetaje y diatermia, dos tratamientos que se usan en
conjunto, se extrae la masa principal del tumor con una cureta, un instrumento
en forma de cuchara con filo, actuando sobre todo en la superficie. Después,
para tratar los bordes de la herida por si todavia quedasen células cancerigenas,
se aplica la diatermia, un aumento de temperatura local, es decir, una forma de
hipertermia aplicada mediante corriente eléctrica, microondas, radiofrecuencias
o ultrasonidos.

En la crioterapia se aplica nitrégeno liquido muy localizado a la lesién pa-
ra que se deseque y se repare por si misma. Es una opcién muy comtn para
neoplasias benignas superficiales, con interés estético més que clinico.

Entre los farmacos quimioterdpicos méas comunes se encuentran el imiqui-
mod y el 5-fluorouracil, utilizados mayormente en el tratamiento de queratosis
actinicas, carcinomas de células basales superficiales y verrugas genitales. El
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imiquimod funciona activando una respuesta inmune muy fuerte en la zona de
aplicacién, mientras que el 5-fluorouracil interviene en la expresion genética,
deteniendo el ciclo celular.

Entre las nuevas tecnologias que se han presentado como propuestas para
tratar el cancer de piel, destaca el uso de liposomas, polimeros y nanoparticulas
inorganicas (Borgheti-Cardoso et al., 2020).

1.1.8. Nanoparticulas aplicadas a terapias contra el
cancer

Gracias a los relativamente recientes avances en nanotecnologia, la otra dis-
ciplina que conforma la terapia fototérmica, se han desarrollado una serie de
micro y nanoparticulas que participan en las terapias contra el cancer de dis-
tintas formas, entre ellas podemos encontrar:

1.1.8.1. Liposomas

Los liposomas son vesiculas formadas por bicapas de lipidos y con nicleo
acuoso, al igual que la membrana celular, aunque se pueden sintetizar con va-
rias bicapas para mejorar su funcién. Estas particulas presentan grandes ven-
tajas ya que las sustancias terapéuticas hidrosolubles se mantienen facilmente
en su nucleo, a la par que se puede usar la capa lipidica para incorporar otras
sustancias o enzimas que funcionalicen y mejoren la biocompatibilidad del lipo-
soma, logrando realizar un tratamiento focalizado. Un ejemplo de liposoma y
sus posibilidades de funcionalizacion se puede observar en la Figura 1.7 Su ma-
yor desventaja es su poca estabilidad en su almacenamiento, ya que se agregan
y se degradan en poco tiempo. Los liposomas tienen la capacidad de penetrar
la membrana celular y liberar alli su contenido. Si se funcionalizan con este
propésito, pueden llegar a realizar una liberacion paulatina y controlada para
un tratamiento mds eficaz (Sousa et al., 2018; Nogueira et al., 2023).

1.1.8.2. Polimeros

Se trata de nanoparticulas de polimeros sintéticos o naturales y se diferencian
en dos grupos: nanocapsulas, con un interior hueco para encerrar el principio
activo del tratamiento, y nanoesferas, una esfera sélida del polimero en cuya
superficie se incluyen las moléculas necesarias.
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Figura 1.7: Ilustracion de un liposoma y sus posibilidades de funcionalizacion y uso.
Reproducido de International Journal of Pharmaceutics, 601, Design of liposomes as
drug delivery system for therapeutic applications, 120571, Copyright (2021) con per-
miso de Elsevier.

Estas particulas presentan una gran biocompatibilidad y biodegradabilidad,
y su preparacién es sencilla con costes menores que otras opciones. Al igual que
los liposomas, se pueden funcionalizar para lograr un tratamiento focalizado y
controlado. La liberacion de su contenido se puede producir de forma espontanea
en contacto con enzimas propias del interior de la membrana celular, o se pue-
den preparar particulas que se activen mediante estimulos externos tales como
campos magnéticos, eléctricos o luz infrarroja (Joshi et al., 2015).

1.1.8.3. Nanoparticulas inorganicas

Debido a la gran especializacién que ha existido en la sintesis de nanoparticu-
las inorgédnicas en el grupo de investigacién, y que ha servido como trasfondo
de esta tesis, cabria abrir una seccién completa para tratar en su merecida pro-
fundidad las distintas variantes, sin embargo, se trataran brevemente junto con
sus correspondientes referencias para quien desee ampliar la informacién.

En primer lugar, las nanoparticulas inorganicas se derivan de metales, éxidos
metdlicos, carbono, ceramicas, o silice principalmente, entre otras posibilidades.
Su relacién volumen-superficie las hacen especialmente aptas para la funciona-
lizacion, tienden a acumularse en los tumores y son en su mayoria biocompa-
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tibles sin la necesidad de anadir otras sustancias. Ademds, se pueden disenar
nanoparticulas de distintas composiciones y capas que realicen varias tareas al
mismo tiempo, por lo que es comun ver propuestas de particulas multipropésito:
diagnéstico y terapia en una tnica particula (Huang et al., 2011).

Entre las formas de diagnostico se pueden encontrar los agentes de contraste
para imagen médica, por ejemplo, particulas de bismuto, oro y/o silice se estdn
empezando a usar en tomografia computarizada de rayos X, mientras que en
resonancia magnética ya es comun el uso de gadolinio y 6xido de hierro (Aslan
et al., 2020). En otras modalidades se usan las nanoparticulas para intensificar
la dispersion Raman medida en espectroscopia, o intensificar la fluorescencia
de un analito mediante la funcionalizaciéon de su superficie. De esta forma, las
nanoparticulas ayudan a incrementar la sensibilidad del método de diagnéstico
(Gerosa et al., 2020; Kenry et al., 2022).

En cuanto a terapia, hay miltiples formas en las que las nanoparticulas
se han propuesto para el tratamiento del cadncer. Entre ellas, una facultad que
comparten entre todas es la capacidad de portar medicamentos hacia el lugar de
tratamiento, en mayor o menor medida. Después, se ha estudiado ampliamente
su capacidad de respuesta ante estimulos fisicos externos, una caracteristica
tnica de cada material y morfologfa (Bhattacharyya et al., 2011). Asf, se suelen
clasificar segun el tipo de estimulo que requieren, y su forma de acciéon puede
ser la produccion de calor, es decir, un tratamiento localizado de hipertermia,
o la liberacién de farmacos in situ. A continuacién, se describirdn los tipos
principales de nanoparticulas que se usan con este objetivo:

Nanoparticulas de silice mesoporoso

Se trata de particulas de silice que, en su proceso de sintesis, producen una se-
rie de poros muy ordenados en su estructura, como se puede apreciar en la Figura
1.8. Estos poros se pueden utilizar para cargar sustancias quimioterapéuticas,
y se pueden tapar con otras moléculas que actien como puertas para la libe-
raciéon. Entre estas moléculas se pueden encontrar enzimas y anticuerpos que
reconozcan determinados receptores de la membrana celular, o sustancias con-
cretas. Otras pueden ser funcionalizadas para abrirse ante estimulos eléctricos,
luz o calor. Otra de las ventajas de la multimodalidad de esta particula es que
se puede combinar con el resto, como es el ejemplo de las nanoparticulas de oro
“Janus”, de forma que se aprovecha el calor desprendido de éstas o su capacidad
de incrementar el campo eléctrico a su alrededor para asegurar una liberacion
de farmacos mas eficaz. Las nanoparticulas de silice mesoporoso se caracterizan
entonces por poder contener una gran cantidad de carga en sus poros, y por
su gran estabilidad a lo largo del tiempo, evitando la degradacion tanto de la
nanoparticula como de su carga (Garcia-Ferndndez et al., 2020; Aznar et al.,
2016).
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Figura 1.8: Imagen parcial de una nanoparticula de silice mesoporoso mediante mi-
croscopia electronica. La apariencia de un patron regular formando lineas se debe a la
presencia de poros que atraviesan el material. Reproducido con permiso de Aznar, E. et
al (2009). pH- and Photo-Switched Release of Guest Molecules from Mesoporous Silica
Supports. Journal of the American Chemical Society, 131(19), 6833-6843. Copyright
(2009) American Chemical Society.

Nanotubos de carbono

Estas son nanoestructuras cilindricas de laminas de grafeno enrolladas. Se
caracterizan por tener una gran superficie sobre la que funcionalizar y anadir
farmacos, y por sus propiedades térmicas, ya que producen grandes cantidades
de calor en su excitacién. Estas particulas pueden responder a estimulos median-
te radiofrecuencia o a la excitacién por luz infrarroja. Ademds de su capacidad
para la liberacién de farmacos o el tratamiento fototérmico, tienen la propiedad
de producir citotoxicidad interviniendo en la via intrinseca de la apoptosis o
interfiriendo en la estructura citoesquelética, evitando la divisién celular (Zeng
et al., 2023; Garcia-Hevia et al., 2016).

Nanoparticulas superparamagnéticas de oxidos metdlicos

En este caso se trata de nanoparticulas de éxidos metalicos que no presen-
tan propiedades magnéticas cuando no se encuentran en un campo magnético.
Cuando se incorpora este, su momento magnético crece rapidamente. Entre los
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materiales mas utilizados para sintetizar estas nanoparticulas se encuentra el
oxido de hierro, 6xido de aluminio, 6xido de zinc, y distintas variaciones de
éstos dopados con otros elementos (Manescu et al., 2021). Estas particulas tam-
bién se pueden funcionalizar para mejorar su concentraciéon en el tejido objetivo
y para realizar una combinacién de diagndstico y terapia mediante hipertermia
o liberacién controlada de farmacos (Sédnchez-Cabezas et al., 2019).
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Figura 1.9: Ilustracion de distintos tipos de nanoparticulas de metales nobles en varias
configuraciones, geometrias y en combinacion con otros materiales para aumentar su
eficiencia. Reproducido con permiso de Jauffred, L. et al (2019). Plasmonic Heating of
Nanostructures. Chemical Reviews, 119(13), 8087-8130. Copyright (2019) American
Chemical Society.

Nanoparticulas de metales nobles

El campo de las nanoparticulas de metales nobles se encuentra en crecimiento
debido al interés que despiertan sus propiedades. Comunmente compuestas de
oro, plata, platino, cobre, o combinaciones de éstos, las nanoparticulas presentan
atributos épticos inicos por su extraordinaria interaccion con la luz: la absorcion
de esta varia segun el material, el tamano y la forma con la que se sintetiza la
nanoparticula, entre otros factores, hallando un pico en el espectro que se debe a
una resonancia en la oscilacién de los electrones en su superficie, el denominado
plasmén de superficie localizado. Varias combinaciones de estas posibilidades se
ilustran en la Figura 1.9. De esta forma, se puede crear una nanoparticula que
absorba la mayor cantidad de luz en el espectro infrarrojo, que penetra en mayor
medida en el tejido. Después, la energia absorbida se libera en forma de calor,
dando lugar a la posibilidad de usarlas en la terapia de hipertermia, un hecho
fundamental para la conceptualizacién de la terapia fototérmica. Los metales
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nobles presentan una gran biocompatibilidad, y su superficie es funcionalizable
para, de nuevo, combinar varios efectos que permiten sincronizar el diagndstico
y la terapia (Jain et al., 2008; Conde et al., 2012; Jauffred et al., 2019).

1.1.9. Mecanismos de accion de la terapia fototérmica

Ya que se pretende establecer la terapia fototérmica como tratamiento contra
el cancer a la par que las terapias ya existentes, cabe revisar las bases bioldgicas
que racionalizan su uso y explican sus ventajas. Como se adelantaba anterior-
mente, la hipertermia dana tejidos que no son capaces de soportar un aumento
de temperatura por encima de lo normal. Ahora bien, no todos los tejidos son
capaces de soportar el mismo rango de temperaturas, por ejemplo, el tejido ner-
vioso se ha reportado mas sensible y moriria al cabo de 1 hora a una temperatura
de 42 °C (Haveman et al., 2005).

Para nuestro beneficio, los tumores parecen tener una sensibilidad mucho
mayor que el tejido sano. Esto se deberia al efecto de retencién y permeabilidad
aumentadas (EPR del inglés Enhanced Permeability and Retention) que surge
de su caracteristico crecimiento patofisiolégico, sobre todo en tres factores cla-
ve. En primer lugar, la vascularizacién masiva y deficiente del tejido, debido a
su desproporcionada necesidad de nutrientes, hace que la zona del tumor sea
altamente permeable para nutrientes y otras macromoléculas, a la vez que la
perfusion de sangre se ve reducida. Segundo, suelen expresar una cantidad muy
elevada de factores inflamatorios. Por ultimo, su sistema de drenaje linfatico
es muy poco eficiente, por lo que su capacidad de regularse y limpiar la zona
de elementos daninos se ve muy reducida. Estos tres factores colaboran para
mantener el tejido en unas condiciones de baja presiéon de oxigeno y un pH
reducido.

Ademas, la expresion genética desregulada que caracteriza a un buen nimero
de tumores reduce la capacidad de estos para reaccionar ante estimulos daninos.
La combinacién de estos factores sienta las bases racionales sobre las que se
supone que la hipertermia puede ser un tratamiento eficaz contra el céncer
(Wu, 2021).

Profundizando mas en los efectos de la hipertermia sobre las células, la res-
puesta producida por estas depende de la magnitud y el tiempo de aplicacion
o de los danos producidos en el citoesqueleto y los microtibulos, activando nu-
merosas vias de senalizacién celular. De entre estas vias, algunas como la pro-
duccién de proteinas de choque térmico favorecen la supervivencia de la célula,
sobre todo interfiriendo con la activacién de las enzimas Caspasa, ligadas direc-
tamente con el proceso apoptdético.
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Entre las vias apoptdticas se pueden citar como ejemplos la activacién de
la enzima procaspasa-2 que media la via intrinseca, conocida también como la
via mitocondrial y consistente en que la célula deja de respirar aerébicamente.
Independientemente de las vias de la procaspasa-2, la proteina Bim, de la familia
BH3, se libera cuando se producen danos en el citoesqueleto y es capaz de
inducir la apoptosis a través de la activacién directa de las proteinas Bak y Bax,
reguladoras de la permeabilizacién de la membrana exterior de la mitocondria
(MOMP), terminando en la apoptosis por la via intrinseca.

Adems4s, también se activan vias apoptdticas extrinsecas, como las media-
das por los ligandos FasL, TRAIL y TNF-«, mediando con la enzima caspasa-8.
Estas vias se pueden ver con mayor detalle en la Figura 1.10. A partir de los
estudios realizados sobre qué vias se activan a qué temperatura y tiempo de
aplicacién, se ha llegado a la conclusion de que la via activada depende fuer-
temente del tipo de célula a la que se aplica el tratamiento, pues se observan
reacciones diferentes con experimentos similares.
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Figura 1.10: Mecanismos de apoptosis inducida por hipertermia (HT). Reproducido de
Ahmed et al. (2015) con permiso de Springer Nature DOI: 10.1007/s10495-015-1168-
3.
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Otra accién observada de la hipertermia es la mayor produccién de especies
reactivas de oxigeno a través de la reduccién de la concentracién de mRNA de
dismutasa superdxido 1. Las ROS interactian con lipidos, proteinas y acidos
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nucleicos modificandolas y cambiando su funcién, favoreciendo la desregulacion
de la funcién celular.

Cuando es el ADN el que resulta danado, se activa una serie de proteinas
que intentan repararlo. Si esta reparacién no es exitosa, puede acabar en una
parada del ciclo celular, senescencia o apoptosis, mediando con la enzima p53.

Por dltimo entre los ejemplos que se van a citar, la hipertermia puede au-
mentar la respuesta del sistema inmune mediante la liberaciéon de citoquinas
y quimioquinas, atrayendo a un mayor nimero de células inmunes al sitio del
tumor.

En cuanto a la regulacion de la expresion genética, bajo choque hipertérmico
se han observado tanto la sobreexpresién de genes que protegen a la célula
frente a las vias apoptéticas (mediante protefnas de choque térmico como se ha
mencionado anteriormente) como la expresién de genes que favorecen las vias
apoptdticas mediante la expresién de enzimas caspasas o Bax (Ahmed et al.,
2015; Yi et al., 2022; Hilger, 2022).

1.1.10. Métodos para lograr la hipertermia

En la bibliografia existen varias formas de aplicar calor al tejido cancerigeno
para lograr aumentar su temperatura: la hipertermia corporal total, la aplicacion
superficial, y la aplicacién interna de calor.

1.1.10.1. Hipertermia corporal total

La hipertermia en la totalidad del cuerpo se produce introduciendo el cuerpo
en una fuente de calor como un bafo, una sauna, una camara o un radiador,
como se muestra en la Figura 1.11; inyectando una toxina que produzca fiebre,
o mediante la circulacién de sangre calentada, entre otros métodos (Jia and Liu,
2010; Milligan, 1984). Un estudio de 1985 con un equipo que calienta el cuerpo
entero mediante calor radiado demuestra con 52 pacientes que este tratamien-
to no produce toxicidad (Robins et al., 1985). Sin embargo, los otros métodos
probados en animales no dieron tan buenos resultados hasta mas recientemente.
En el mismo estudio que recoge estos resultados como revision del estado del
arte, se mejora un equipo de perfusién venosa hasta conseguir casi un 65 % de
reduccién en el tamano de los tumores tratados, a pesar de los efectos secun-
darios (Vertrees et al., 2002). Hoy en dia el interes de la hipertermia corporal
total ha quedado relegado principalmente a la sinergia que produce en conjunto
con la radioterapia, mientras que los estudios con quimioterapia no demues-
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tran una mejora respecto a los controles u otras técnicas (Datta et al., 2016;
Issels, 2008). La principal ventaja que presentaria un tratamiento de este tipo
seria su alcance sistémico. Al elevar la temperatura en todo el cuerpo, cabria
esperar que hubiese una reduccién en el tamano de los tumores metastatizados,
incluso si se desconoce su situacion. Por el contrario, se encuentran numerosas
desventajas como los efectos secundarios al tener que limitar las temperaturas a
aquellas que son capaces de soportar algunos tejidos, la distribucién no uniforme
de temperaturas, y el uso de equipamiento costoso y aparatoso.

Figura 1.11: Dispositivo Heckel HT-3000 para la hipertermia corporal total. Repro-
ducido de British Journal of Anaesthesia, 109(5), Effect of preoperative fever-range
whole-body hyperthermia on immunological markers in patients undergoing colorectal
cancer surgery, 754-761, Copyright (2012) con permiso de Elsevier.

1.1.10.2. Aplicacion superficial de calor

Esta aplicacién se da mediante una fuente externa de calor en contacto con o
sobre la zona afectada. Es una técnica adecuada para tumores superficiales como
melanomas, aunque de alcance limitado si el tejido se encuentra a cierta profun-
didad (Kok and Crezee, 2017). El uso de dispositivos de un material conductivo
aplicado sobre la zona del tumor junto con un sistema de calefaccién solia ser
el método mas comtn, mientras que hoy en dia se desarrollan dispositivos de
calor radiado y de radiofrecuencias (van der Zee, 2002; de Bruijne et al., 2007;
Raaijmakers et al., 2018; Chichel et al., 2007). En algunos estudios realizados
se encuentra que hay relacién entre la aplicacién de hipertermia superficial y la
reduccién del tamario del tumor, ademds de alargar la esperanza de vida (Lee
et al., 1998; de Bruijne et al., 2010). Este tipo de aplicacién tiene la desventa-
ja de no aplicar calor en todo el cuerpo, por lo tanto obviando la metastasis,
sin embargo, es mucho mads eficiente y sus efectos secundarios son menores en
casos de tumores localizados. Por otro lado, la profundidad alcanzable por este
tratamiento es limitada.
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1.1.10.3. Aplicaciéon interna de calor

Esta forma de aplicacién de calor se puede dividir en dos modalidades: in-
vasiva y minimamente invasiva

Técnicas invasivas

Estas técnicas se basan en la introduccién de catéteres o perfusién de liquidos
a mayor temperatura hacia la zona del tumor. Son técnicas muy usadas en los
primeros estudios clinicos (Stehlin et al., 1975; Spratt et al., 1980). Aunque la
aplicacion es local, el aumento de temperatura puede alcanzar numerosos tejidos,
por lo tanto limitando la temperatura méaxima. Ademds, depende del uso de
dispositivos de gran tamano y complejidad. Una de las ventajas que presenta
es la posibilidad de usarse en combinacién con la quimioterapia, llevando el
farmaco directamente al lugar de aplicacién y con un tejido sensitizado debido
a la hipertermia (Storm, 1989).

Técnicas minimamente invasivas

Para evitar un tratamiento invasivo, se logra el aumento de temperatura me-
diante el uso de microondas profundas o radiaciones no ionizantes, que pueden
estar mediadas por particulas que producen calor de una forma muy eficiente al
ser alcanzadas por dicha radiacién (Altintas et al., 2021). En este caso podemos
encontrar particulas sensibles a distintas formas de campos electromagnéticos:

= Usando campos magnéticos oscilantes en el rango de kHz a MHz sobre
particulas ferromagnéticas, que producen calor debido a los modos de
Brown y Neél. Las particulas de éxido de hierro son biocompatibles y
se pueden recubrir de polietilenglicol (PEG) para obtener una base pa-
ra su funcionalizacién, que puede llevarse a cabo para lograr una terapia
dirigida dnicamente a los tejidos tumorales (Rodrigues et al., 2020; Laha
et al., 2022). Aunque producir el calentamiento de estas nanoparticulas en
el interior del cuerpo requiere un campo magnético oscilante muy grande,
se podria compatibilizar el tratamiento con una méaquina de resonancia
magnética, donde se puede afectar a gran parte del cuerpo (Ramazanov
et al., 2020).

= Mediante campos de radiofrecuencias, usados comtinmente para producir
calor sobre nanotubos de carbono de una sola capa. Para ello se usa una
capa de un solo atomo de carbono de grosor, en la que los 4&tomos se unen
en patrones hexagonales, y se enrollan en cilindros. Aunque responden a un
rango muy amplio de radiofrecuencias y son facilmente funcionalizables,
su biocompatibilidad no es buena (Singh and Torti, 2013; Tancu, 2011).

= Las longitudes de onda 6pticas se usan sobre particulas de metales nobles
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u orgdnicas de 2 a varios cientos de nanémetros en didmetro (Fratila and
De La Fuente, 2018; Jung et al., 2018). Estas particulas tienen un espectro
de extinciéon muy caracteristico debido a su absorcién plasménica, que se
describird més adelante en el desarrollo de la investigacion. Como resumen,
la geometria y el material de la nanoparticula pueden ser ajustados para
que su espectro de absorcién tenga un pico resonante a una longitud de
onda determinada. Gracias a esta resonancia, la absorciéon de luz se ve
muy intensificada, y la energia se libera en forma de calor. Comtnmente,
este ajuste se realiza para que la particula absorba mas luz en el espectro
infrarrojo cercano, ya que, en este rango de longitudes de onda, la piel y el
tejido suelen tener una absorcién menor, logrando una mayor penetracién
del haz y alcanzando tumores mas profundos (Ding et al., 2014; Huang
and El-Sayed, 2011).

1.1.11. Dispositivos optoelectronicos en terapias
fototérmicas

La excitacién de las nanoparticulas de metales nobles requiere una fuente de
luz con caracteristicas especificas. La més importante es que la longitud de onda
se encuentre lo mas proxima posible al pico de absorcién de la nanoparticula, ya
que de esta forma la energia se transformara mas eficientemente. Si se pretende
una aplicacién clinica debe tenerse en cuenta la absorcién de los tejidos, ya que
a longitudes de onda visibles tienden a absorber y dispersar una gran parte
de la energia, por lo que sélo se logra aplicar el tratamiento en los primeros
escasos milimetros. Por ello es comtn el uso de laseres: estos proveen un haz de
luz coherente con un ancho de banda muy estrecho en torno a su longitud de
onda central. Ademaés, pueden radiar un haz muy potente y concentrado en el
espectro infrarrojo cercano, comunmente entre 808 y 1064 nm, que es capaz de
penetrar el tejido en més de 1 cm (Simpson et al., 1998; Li et al., 2020).

Un diodo ldser es un componente optoelectréonico comun. Se comercializa
dando a conocer sus caracteristicas de longitud de onda central, ancho de ban-
da, tensién nominal, corriente, y potencia luminica, por lo que existen muchas
alternativas. Sin embargo, la bibliografia consultada rara vez proporciona infor-
macién detallada sobre el disefio electrénico del circuito que controla el laser,
sino que se limita a mencionar las caracteristicas luminicas del diodo. En el
ambito de la terapia fotodinamica, que implica la liberacién de farmacos, se ha
encontrado una fuente reciente que menciona numerosos dispositivos, aunque
en esta disciplina la potencia requerida es menor. Se citan varios dispositivos
laser, LED y ldmparas (Kim and Darafsheh, 2020).

Es destacable en este contexto la reutilizacién de dispositivos laser utilizados
en cirugfa y odontologfa (Schweitzer and Somers, 2010; Mirza et al., 2019). En
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cuanto a otros dispositivos de uso genérico, se describe el material, sus propie-
dades Opticas y el proveedor, a menudo omitiendo el modelo especifico. El caso
mejor documentado del desarrollo de un dispositivo para hipertermia 6ptica es
el diseno de un equipo de bajo coste para iniciar las pruebas de concepto que fue-
ron precedentes a esta tesis, y que se muestra en la Figura 1.12 (Montes-Robles
et al., 2017).

Support for microplates

Power system
Temperature control

control Digital microscope

Figura 1.12: Vistas frontal y lateral del sistema de bajo coste para hipertermia dptica.
Reproducido de Sensors and Actuators A: Physical, 255, Design of a low-cost equip-
ment for optical hyperthermia, 61-70, Copyright (2017) con permiso de Elsevier.

Entre los dispositivos comerciales disponibles se encuentran los de la marca
Astar Polaris, que ofrecen hasta 8 W de potencia a 808 nm (Astar, 2023). Estos
dispositivos constan de un aplicador manual conectado a una base, donde se
encuentra la electrénica que alimenta el laser, y se comercializan para uso fisio-
terapéutico. Ademas, existen patentes que describen otros tipos de aplicadores
con soporte y también manuales (Wei and Hang, 2020; Svanberg, 2006). En
cuanto a aplicaciones clinicas, se pueden encontrar aplicadores de fototerapia
en forma de anillo o brazalete, asi como equipos hospitalarios con superficie de
irradiacién e intensidad ajustable, similares a los equipos de radioterapia (HETZ
and Stoltzmann, 2020; Ruilin et al., 2020).

1.1.12. Modelos y prediccion de terapias fototérmicas

Desde los inicios de las terapias fototérmicas se ha intentado vincular los
resultados hallados con un modelo matematico que pudiese predecirlos de an-
temano (Straube et al., 1990; Valdagni et al., 1988). De esta forma, se espera
poder planificar la terapia teniendo al menos unas pautas previas y unos limites
establecidos, por lo que se evitarian ciertos costes y riesgos asociados a la pre-
paracién del material y la experimentacién (Mohajer et al., 2023; Varon et al.,
2023). Claro estd, con la gran cantidad de variables que se deben controlar, estos
modelos todavia no son fiables. Simplificando, se podria separar este campo en
dos partes necesarias para componer un modelo:
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= Modelos de eficiencia de las nanoparticulas individual y colectivamente y
en el entorno de aplicacién

= Efectos de la temperatura y la liberacién de farmacos en las células y
tejidos

En el caso de las nanoparticulas de metales nobles que se usan en la terapia fo-
totérmica, los modelos se basan principalmente en la teoria electromagnética de
Maxwell, que describe la interaccion del campo electromagnético con la materia
como particulas cargadas, y sus modificaciones (Fox and Bertsch, 2002). Al no
existir métodos de cémputo potentes, el desarrollo de estos se solia hacer de
forma analitica. Uno de sus resultados mas relevantes es la soluciéon de Mie para
el cdlculo de la dispersién y la absorcién (Bohren and Huffman, 2008; Maier,
2007). El problema que acarrean las soluciones analiticas es que funcionan muy
bien para geometrias simples, como esferas o cilindros, pero se vuelven extre-
madamente complicadas con geometrias mas complejas. En otras ocasiones, el
método analitico incorporaria ecuaciones no lineales, por lo que los métodos
numéricos son necesarios (Riesch et al., 2018; Wexler, 1969).

Hoy en dia son mas comunes los métodos de elementos finitos (MEF), lle-
vados a cabo computacionalmente. En este método, la geometria se discretiza
en elementos simples, se crea un sistema de ecuaciones que representa a cada
elemento en el entorno y su interaccién entre ellos, y se resuelven las ecuaciones.
La principal ventaja que presenta es que se puede modelizar geometrias com-
plejas mediante elementos simples, reduciendo la complejidad matematica del
problema (Jagota et al., 2013). Junto con una interfaz de usuario interactiva, es
una herramienta muy potente para desarrollar modelos. Sin embargo, existe una
resolucién minima para que la discretizacién represente correctamente al objeto
modelado, por lo que en determinadas geometrias como objetos con puntas o
esquinas el niimero de elementos que se crean puede ser excesivo, aumentando el
coste de computacién. Por lo general, y dada una buena gestiéon de la modeliza-
cién haciendo uso de simetrias para evitar cdlculos duplicados innecesarios, una
maquina de escritorio es capaz de llevar a cabo los calculos necesarios, lo cual es
deseable para que el modelo llegue al usuario final (Bathe, 2008). El MEF se ha
usado para el cdlculo de propiedades opticas de objetos con geometrias comple-
jas, el célculo de fluorescencia, y aplicaciones biomédicas relacionadas (Huang
et al., 2017; Isa Seker et al., 2020; Rahaman and Kemp, 2017; Masharin et al.,
2020; Ovejero et al., 2018; Xu et al., 2020; Butt et al., 2019; Xie et al., 2021).

En terapia fototérmica, se ha usado para la optimizacion de la eficiencia de
conversion luz-calor en nanoesferas multicapa (Harris et al., 2006). Después, se
han anadido nuevas geometrias y se han estudiado los efectos de la variacién de
las dimensiones de estas en su espectro de absorcién resultante (Meyer et al.,
2021; Chatterjee et al., 2018). Recientemente, un estudio modela la interaccién
de la luz con nanobastones, nanodiamantes y nanoesferas de oro y acopla los
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resultados para calcular su eficiencia térmica (Manrique-Bedoya et al., 2020).

Avanzando hacia el modelo de aplicaciéon clinica, algunos autores han repor-
tado modelos de calentamiento de tumores mediante terapia fototérmica como
el de la Figura 1.13, aunque son escasos y tienen sus limitaciones, entendible
también por la complejidad de llevar a cabo experimentos de validacién (Manu-
chehrabadi and Zhu, 2014; Beik et al., 2019a,b).

Figura 1.13: Simulacion de la distribucidn de temperatura en la seccion transversal
de un raton después de 15 minutos de irradiacion con una fuente de infrarrojos cer-
canos (a) sin nanoparticulas (b) con nanoparticulas (c) con nanoparticulas dirigidas
mediante campos magnéticos. Reproducido de Journal of Photochemistry and Photo-
biology B: Biology, 199, Simulation-guided photothermal therapy using MRI-traceable
iron ozide-gold nanoparticle, 111599, Copyright (2019) con permiso de Elsevier.

Otro método muy popular es el de diferencias finitas en el dominio del tiem-
po (FDTD), que es especifico para la resolucién de transitorios en problemas
electromagnéticos mediante diferencias finitas. En este método, el espacio se
discretiza en celdas de Yee, donde se itera el cdlculo de los campos eléctrico y
magnético hasta que se alcanza la convergencia (Yee, 1966). De la misma for-
ma que el MEF, este método conlleva un alto coste de computacién cuando el
nimero de celdas de Yee es muy elevado. En comparacién, presenta la desventa-
ja de ser especifico del campo electromagnético, por lo que desarrollar un modelo
integro conllevaria un costoso desarrollo de software, sin embargo, el método de
FDTD es maés preciso cuando existe una dependencia temporal. Este método
ha sido usado para el calculo de las propiedades épticas de materiales ante cam-
pos electromagnéticos, optimizacién de células fotoeléctricas para produccion
de energia o para la optimizacion de materiales usados en el andlisis mediante
dispersién de Raman (Tira et al., 2014; Gao et al., 2021; Berté-Rosell6 et al.,
2018).

Entre otros métodos menos populares pero que también se han usado para
el célculo de propiedades 6pticas en geometrias complejas son el programa de
multipolo miltiple (MMP), el método de fuentes auxiliares (MAS), la aproxi-
macién de dipolo discreto (DDA), el método de elemento de contorno (BEM),
la ecuacién integral de contorno sin mallado (MBIE), o métodos de aprendizaje
automaético (Triigler, 2016; Amirjani and Sadrnezhaad, 2021; Wu et al., 2023).
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1.1.13. Terapias fototérmicas y nanoparticulas en la
clinica

Los recientes avances en terapias fototérmicas mediadas por nanoparticulas
son claros: en numerosos experimentos in vitro e in vivo con modelos preclinicos
se observa que las nanoparticulas alcanzan las células malignas, que las interna-
lizan, y que su toxicidad es limitada. En el momento de aplicar el tratamiento la
mayoria reportan la muerte de las células objetivo y la reduccién del tamano del
tumor por distintos mecanismos, incluido la liberacién de farmacos (Alamdari
et al., 2022; Dheyab et al., 2023; Overchuk et al., 2023).

Aunque se encuentran varios ensayos clinicos que utilizan la hipertermia
aplicada por otros métodos, sobre todo antes de los 2000, la experimentacion
con nanoparticulas se estd demorando debido a los miltiples retos que todavia
estan por solventar, entre los que se citan sobre todo la estandarizacién en la
sintesis y la optimizacién de estas (Cihoric et al., 2015). Muchas veces la sintesis
no es exactamente reproducible, lo que hoy en dia dificulta el acceso a un ensayo
clinico, y més adelante la comercializacién (Li et al., 2020; Swati et al., 2023).

En este aspecto, la empresa Nanospectra ha realizado ensayos clinicos piloto
de ablacién de cancer de préstata usando nanoesferas de oro con ntcleo de silice
(AuroShell) con un 94 % de éxito, una terapia que ahora comercializa bajo el
nombre AuroLase (Rastinehad et al., 2019; Nanospectra, 2023). Otro estudio
utilizé indiocianina verde con un laser de 805 nm y 1 W/em? para la ablacién
de tumores en pacientes con cédncer de pecho avanzado (Li et al., 2011).

Por otro lado se encuentra el método de la liberacién de farmacos llevados
hasta el tumor mediante la funcionalizacién de nanoparticulas de oro. Entre 2006
y 2008 se llevo a cabo uno de los primeros ensayos, utilizando nanoparticulas
coloidales funcionalizadas para llevar factores de necrosis tumoral alfa humanos
(rhTNF), un compuesto que ha recibido el nombre de CYT-6091 (Libutti et al.,
2010). Otro compuesto denominado NU-0129, formado por una nanoparticula
de oro que se funcionaliza con RNA para interferir en los procesos celulares, se
ha usado para el tratamiento de glioblastomas (Jensen et al., 2013; Kumthekar
et al., 2021).

1.1.14. Objetivos

A partir de los datos sobre la incidencia y prevalencia del cancer, se derivan
objetivos globales bien definidos: la prevencion, la reduccién de los factores de
riesgo, la deteccién temprana, la bisqueda de tratamientos mas efectivos y la
mejora de la calidad de vida de los pacientes. Estos son desafios en el &mbito de
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la salud ptblica que destacan debido a las considerables pérdidas econémicas y
anos de vida que podrian evitarse mediante el desarrollo de nuevas técnicas.

Como se ha visto anteriormente, una de las ramas de accién en el desa-
rrollo de nuevos tratamientos para esta enfermedad proviene de la ciencia de
nanomateriales. Es gracias al descubrimiento, teorizacién y cuantizacién de las
propiedades de las nanoparticulas que la nanotecnologia se ha ganado un puesto
de relevancia en campos muy dispares como el andlisis de productos alimenta-
rios, la farmacologia, y la ingenieria biomédica.

En la linea de investigacion sobre interacciones de nanomateriales metalicos
con distintos estimulos fisicos se encuentran las nanoparticulas de metales no-
bles, por ejemplo, de plata, oro, o platino, capaces de interactuar con un haz de
fotones de unas caracteristicas muy especificas, como el de una luz laser. Cuando
este haz es de una longitud de onda concreta, que produce una resonancia en
el plasmon de superficie de la particula, la energia del haz se ve absorbida en
mayor medida, y se libera en forma de calor. Asi, se puede usar el nanomaterial
para producir una forma de terapia con milenios de antigiiedad: la hipertermia.

No solo se pueden usar las nanoparticulas para producir hipertermia, ademas,
estas se pueden ingeniar y funcionalizar para incluir distintas propiedades ante
el campo electromagnético, para dirigirlas directamente hacia las células obje-
tivo, o para liberar sustancias citotéxicas bajo un estimulo concreto. De esta
forma se les pueden otorgar dos funciones: de diagndstico y de terapia, siendo la
terapia mediante dos mecanismos distintos, primero la hipertermia, y segundo
la liberacién controlada y localizada de farmacos.

La hipotesis central de esta tesis sostiene que es posible desarrollar un trata-
miento efectivo para el cdncer de piel a través de una adecuada planificacién y
aplicacién de terapias fototérmicas. Este resultado se encuentra en consonancia
con los objetivos de desarrollo sostenible establecidos por la Uniéon Europea en
su programa Horizonte 2030, especificamente el objetivo niimero 3 que aborda
la salud y el bienestar.

El propésito ultimo de esta investigacion es combatir el cancer, una meta
ambiciosa y de largo alcance. Con el fin de enfocar el &mbito de accién dentro
del marco temporal propio de una tesis doctoral, se establecieron los siguientes
objetivos: desarrollar la tecnologia necesaria para llevar a cabo experimentos
con hipertermia O6ptica, realizar modelado y simulacién de entornos para la
planificacién de tratamientos, llevar a cabo ensayos de validacién y lograr la
escalabilidad de un sistema aplicable en seres humanos.

En este sentido el equipo investigador ya habia logrado importantes hitos.
Roberto Montes en su tesis doctoral describe un equipo para la realizaciéon de
experimentos en hipertermia magnética, mediante el uso de nanoparticulas de
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oxidos en campos magnéticos oscilantes. Ademds, crea una serie de modelos
para el célculo de la elevacion de temperatura durante el tratamiento, con su
respectiva validacién mediante la experimentacion in vivo. Por 1iltimo, introduce
como prueba de concepto un equipo para experimentacién en hipertermia 6pti-
ca y liberacion de farmacos, esta vez si, con nanoparticulas de metales nobles
(Montes Robles, 2018; Montes-Robles et al., 2017).

En este punto se suma el trabajo de Andy Herndndez, que en su tesis doctoral
describe el diseno, sintesis, funcionalizacién y caracterizacion de nanoparticulas
de metales nobles con distintas geometrias junto con ensayos de viabilidad celu-
lar con hipertermia 6ptica y liberacién de farmacos (Herndndez Montoto, 2019;
Montoto et al., 2019a,b, 2018).

Con este trasfondo surge la necesidad de ir mas alla y desarrollar un equipo
de experimentacion en terapias fototérmicas in vitro capaz de realizar multiples
experimentos de la forma mas sencilla posible y controlando las variables que
pueden afectar a las muestras, para poder comprobar con facilidad la toxicidad
de las nanoparticulas sintetizadas y estudiar la viabilidad del tratamiento.

Adema3s, se propuso lograr la caracterizacién de nanoparticulas y predicciéon
de tratamientos mediante modelos de elementos finitos. Mediante el modelado
se pretende estudiar la viabilidad de un tratamiento y realizar un ajuste éptimo
de las condiciones antes incluso de realizar la sintesis de nanoparticulas.

Por ultimo, se inicié el desarrollo de un equipo capaz de facilitar la expe-
rimentacién con modelos animales, como un nuevo paso para poder formular
las bases de un tratamiento en humanos y estudiar su viabilidad. Estos son los
puntos que se tratardan en los siguientes capitulos.

1.2. Optogenética

Alcanzando el final del plazo temporal que se disponia para la investiga-
cién en terapias fototérmicas, y aprovechando la experiencia con dispositivos
optoelectréonicos, surgié la posibilidad de colaborar en una nueva investigacion,
consistente en irradiar luz de una longitud de onda concreta sobre cultivos de
neuronas modificadas genéticamente para expresar una proteina de membrana
fotoactivable, es decir, que al recibir una luz de un color determinado, las neu-
ronas modificadas dejan pasar un ion a través de su membrana bilipidica. Este
nuevo campo que se introduce es la optogenética, y su aplicacion puede ser de
gran relevancia para la salud. A continuacién se introducirdn sus bases para
posteriormente marcar unos objetivos.

30 de 194



Capitulo 1. Introduccién

1.2.1. Antecedentes

La historia de esta disciplina es algo més breve, con poco més de 50 anos, y
comienza con la observacion de que los seres vivos, incluso algunos en los lugares
més recénditos, son capaces de sentir la luz (Williams and Deisseroth, 2013).
Durante la busqueda del mecanismo por el cual esta sensibilidad es posible,
en el ano 1971 se encuentra en la membrana de una bacteria Halobacterium
salinarum (Halobacterium halobium en el momento de publicacién) una proteina
muy similar a los pigmentos visuales de la retina ocular. Serfa la primera vez
que se encuentra algo similar fuera de los ojos de los animales, y se bautiza como
bacteriorodopsina (Oesterhelt and Stoeckenius, 1971).

En los microbios con bacteriorodopsinas esta proteina transporta iones a
través de la membrana cuando es alcanzada por la luz, causando un cambio en
el potencial que se puede medir diferencialmente entre el interior y el exterior
de la membrana. Este cambio también es caracteristico de células excitables
con funciones mucho més complejas, como las neuronas o las células de los
musculos, a pesar de que los microorganismos normalmente las usan para guiar
su movimiento hacia o en contra de la luz, como es el caso de la Chlamydomonas,
un alga unicelular (Harz and Hegemann, 1991).

El paso de este hallazgo como un concepto de mero interés cientifico a ser una
herramienta con potencial en el campo de la medicina se da gracias al desarrollo
de la genética. La genética ha estudiado los intrincados mecanismos que los se-
res vivos han desarrollado durante decenas de miles de anos para reproducirse y
mantener unas caracteristicas determinadas. Ademds, ha aportado una serie de
herramientas para alterar estos mecanismos, de forma que se puede manipular
qué genes se expresan en determinado momento, incluso anadiendo genes que
no son propios de la célula. Asi nace la posibilidad de que estas rodopsinas pro-
venientes de microbios pasen a formar parte de la membrana de células animales
(Fehrentz et al., 2011).

Con estas herramientas disponibles, en el ano 2005 se describe el control
preciso de la funcién de una neurona, previamente manipulada para expresar
una rodopsina, mediante impulsos de luz, logrando una resolucién temporal de
milisegundos (Boyden et al., 2005). Apenas dos anos después, en 2007, la rdpida
evolucién de la técnica permitié su uso para controlar el comportamiento de una
rata (Aravanis et al., 2007).

La aplicacion mas inmediata y transversal de la optogenética es la del estudio
de los procesos bioldgicos tanto en microbios como plantas y animales o huma-
nos. Mediante la combinacién de varias opsinas que excitan o inhiben la funcién
celular, no sélo en cuanto a potencial de accién, sino también interfiriendo en
otros procesos de senalizacion celular o en su metabolismo, se puede entender
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el rol de una célula, un conjunto de células o un proceso iniciado por estas en
el funcionamiento de un tejido. La ventaja que aporta la optogenética en este
campo es su excelente resolucién espacial y temporal, junto con la capacidad
de realizar una modificacién dirigida tnicamente a unas células seleccionadas.
Por otro lado, todavia se tienen que abordar problemas como la seleccién de
la opsina, su toxicidad y control de expresién, y la fototoxicidad que se puede
producir en el tejido circundante no modificado (Lindner and Diepold, 2022;
Shikata and Denninger, 2022; Repina et al., 2017).

Salvadas las dificultades, el control de la excitabilidad o de las vias de senali-
zacion celular de un tejido puede ser clave para reparar y recuperar la funciona-
lidad de este tras sufrir dafios (Ambrosi et al., 2014; Shirai and Hayashi-Takagi,
2017; Geng et al., 2023). Por ello, a continuacién se va a enmarcar la optogenéti-
ca en su aplicacién para la regeneracién de tejido nervioso.

1.2.2. Lesiones del tejido nervioso: breve revision

Las lesiones y las patologias en el sistema nervioso son enfermedades severas
y crénicas que, dependiendo de su tipo y localizacion, pueden producir la pérdida
o alteracién de los sentidos o de la capacidad de movimiento, pérdida de funcion
en el tejido que se encarga de los procesos cognitivos, pérdida de memoria o
cambios en el comportamiento. El caso de los traumatismos craneoencefalicos
es el mas severo y con consecuencias a largo plazo para los supervivientes. Su
incidencia es de 47.3 a 849 casos por cada 100000 personas al ano en los paises
de la unién europea, mientras que su mortalidad va desde 3.3 a 28.10 casos por
cada 100000 (Brazinova et al., 2021; Menon et al., 2010).

El tratamiento de estas lesiones requiere en primer lugar de una interven-
cién urgente, centrada en reducir la inflamacion del tejido afectado para evitar
danos mayores, junto con cirugia para la reseccién del tejido danado. Después,
las funciones perdidas se intentaran recuperar mediante terapias de rehabilita-
cién, gracias a la plasticidad del tejido nervioso que en muchas ocasiones puede
aprender funciones que no le son propias. Nuevas técnicas para el tratamien-
to incluyen farmacos novedosos, hipotermia y regeneracién de tejido mediante
células madre (Galgano et al., 2017).

Fuera del sistema nervioso central, la capacidad sensorial y de movimiento se
puede ver afectada por lesiones en los nervios periféricos. En este caso, el dano
puede ser directo al axén de la neurona o a su tejido circundante. El sindrome
del ttnel carpiano es el mas comin con una incidencia de 1 a 3 casos por cada
1000 personas y por ano, acumulando una prevalencia de hasta 50 casos por ca-
da 1000 personas y por afio en todo el mundo (Sevy and Varacallo, 2023; Schmid
et al., 2020). Sus consecuencias pueden variar desde leves molestias (como ador-

32 de 194



Capitulo 1. Introduccién

mecimiento de la zona afectada o sensacién de hormigueo) hasta dolor crénico
o discapacidad de por vida. De la misma forma, los tratamientos de rehabilita-
cién para estos casos van desde la educacion en la higiene postural, medicacién,
cirugias menores para liberar los axones, o procedimientos méas complejos como
la ramificacién de axones o regeneracién del tejido (Menorca et al., 2013).

Entre las lesiones que afectan al sistema nervioso central y periférico a la vez,
con un sustancial impacto social y visibilidad, se encuentran las enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer, Huntington o Parkinson, que afectan al
tejido en el cerebro, junto a la esclerosis multiple, que afecta al revestimiento
mielinico de los axones, o la esclerosis lateral amiotrofica, causada por la degene-
racion progresiva de las neuronas motoras. Este tipo de enfermedad cuenta con
una prevalencia de més de 5000 casos por cada 100000 personas en el mundo,
y sus causas todavia no son bien conocidas (Pringsheim et al., 2014). Entre los
tratamientos mds populares e innovadores se encuentran la medicacién (inhibi-
dores, analgésicos, antiinflamatorios entre otros) y la readaptacién de fadrmacos,
nanomedicina, cirugia de precisién, electroestimulacion, tecnologia de células
madre, y genética para modular los efectos de la enfermedad (Haeberlein and
Harris, 2015).

Finalmente se encuentran las enfermedades mentales, que afectaron a 970
millones de personas en todo el mundo en 2019, segiin datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2022). Aunque no existe una
evidencia concluyente sobre su causa, en la actualidad se dispone de métodos
para medir sus consecuencias fisiolégicas. Se postula que uno de los posibles
desencadenantes, o al menos una consecuencia, es un cambio en la conectividad
del tejido nervioso (Takahashi, 2013). Los tratamientos mds comunes han tenido
como objetivo modular la actividad neuronal con inhibidores o desinhibidores
de neurotransmisores, junto con tratamientos psicoldgicos cuyo objetivo es cam-
biar los factores y los habitos que puedan haber causado la enfermedad (Patel
et al., 2007). Hoy en dia se pueden encontrar estudios en el campo de la estimu-
lacién, como la electroestimulacion, la estimulaciéon magnética transcraneal o la
optoestimulacién, entre otros (Jannati et al., 2023; Cappon et al., 2022; Cheng
et al., 2020; Millet, 2009; Royal et al., 2022).

1.2.3. Técnicas de regeneracion del tejido nervioso

A pesar de que el campo de las terapias regenerativas es relativamente recien-
te, ya existe una amplia variedad de técnicas que intentan que el tejido vuelva
a crecer y se reconecte para recuperar su funcién: inyeccién de células madre,
uso de plataformas biocompatibles para soportar mecanicamente el crecimiento
y la diferenciacién de las células, el uso de factores de crecimiento, la libera-
cién controlada de farmacos en el lugar de la lesién, y la genética (Binan et al.,
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2014; Miller, 2006; Doblado et al., 2021; Mal et al., 2003; Jimenez et al., 2018;
Garcia-Ferndndez et al., 2020). La terapia génica se usa en la regeneracién de
tejido nervioso para controlar cémo las células sanas expresan un gen o una serie
de genes que promueven la regeneracién. De esta forma, las células neuronales
pueden ser manipuladas para producir factores de crecimiento u otras proteinas
que promueven o inhiben la expresion de ciertas partes del cédigo genético. La
optogenética nace a partir de esta disciplina, basada en introducir genes que
expresan proteinas sensitivas a la luz (opsinas), y que pueden desarrollarse en
canales i6nicos, de forma que al activarlas se estimula la célula (Schmidt and
Leach, 2003; Richardson et al., 2020; Deisseroth, 2015; Boyden, 2015).

Otra forma de producir o recuperar funciones y conexiones neuronales con-
siste en introducir mecanismos de estimulacién externos. Los més populares son
la estimulacién magnética transcraneal, la estimulacién cerebral profunda, y la
estimulacién eléctrica directa (Chen et al., 2019; Lozano et al., 2019; Iglesias,
2020). La optogenética apunta a una estimulacién directa y controlada evitando
la invasividad de las anteriores técnicas, al menos mientras la aplicacién no es
en la profundidad del cerebro, a pesar de que hay muchos estudios que aplican
la optogenética en esta drea (Liu et al., 2022; Shuo Chen et al., 2020; Wenqing
Chen et al., 2022; Yu et al., 2020). Una ventaja sobre la estimulacién eléctrica
es que la optoestimulacién es inaldmbrica, evitando los problemas de tener unos
electrodos implantados, o de tener que implantarlos para cada sesién, ya que
estd dirigida a un tejido especifico y previamente preparado (Wichert et al.,
2021).

1.2.4. Tipos de opsinas y su implementaciéon

La optogenética requiere de la transfeccién de las células objetivo para que
produzcan las opsinas, que a su vez produciran la estimulaciéon o la inhibicién
de la célula. Entre las opsinas més conocidas, los canales iénicos activados por
luz son la forma més directa de cambiar la concentracion de iones en la mem-
brana celular y sus alrededores, produciendo un potencial de accién (Emiliani
et al., 2022). Las més usadas son las variantes de Canalrodopsinas-2 (CrChR2)
provenientes del alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii, que se activan con
un pulso corto de luz, despolarizando la membrana celular mediante la conduc-
cién de protones, asi como cationes Nat, K+, Ca?" y Mg2*t, como se ilustra en
la Figura 1.14. También se han identificado variantes conductoras de aniones
(Joshi et al., 2020; Wietek et al., 2017).

De forma analoga a los canales idnicos, existen opsinas que producen bombas
iénicas propulsadas por la luz, como la bomba de cloro halorodopsina (NpHR)
o Jaws, una variante artificial. En las halorodopsinas, un ion se intercambia a
través de la membrana por cada fotén que es absorbido, y la neurona se inhibe.
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Figura 1.14: Esquema de una opsina y su funcionamiento: algunas opsinas se sitian
en la membrana celular, permitiendo el paso de un ion cuando una luz incide sobre
ella. La mayoria de variantes CrChR2 son sensibles unicamente a la luz azul.

Las bombas inhibidoras se pueden combinar con canales de iones excitadores
para estudiar completamente la funcién del tejido modificado (Chuong et al.,
2014; Tan et al., 2015).

A parte de las proteinas de membrana, la optogenética se puede usar para
producir proteinas fotoactivables capaces de controlar las vias de senalizacion
celular. Estas vias son la forma en la que una célula responde a estimulos ex-
tracelulares, produciendo por ejemplo la proliferacion, diferenciacién, migracion
0 apoptosis como resultado, por lo que su control y entendimiento son de gran
interés para incontables dreas de aplicacion, como es el caso de la ingenieria
de tejidos neuronales (Zhang and Cui, 2015). En la cadena de eventos que
se producen cuando una via se activa, la optogenética también se ha utiliza-
do para manipular segundos mensajeros como la adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), guanosina monofosfato ciclico (¢cGMP), y catién calcio. Para esto se
usan las ya conocidas CrChR2, ademas de las canalrodopsinas de Guillardia
theta (GtCCR4) o de Klebsordium nitens (KnChR) (Hososhima et al., 2020;
Tashiro et al., 2021; Giraldo et al., 2020).

Una vez seleccionada la opsina que se va a utilizar, es necesario llevarla hasta
la célula. Para ello, se incluyen en lentivirus o virus adeno-asociados que fun-
cionan como vectores, llevando la informacién genética que, una vez expresada,
produce la opsina (Mahn et al., 2014). Estos virus pueden ser inyectados direc-
tamente en la regién de interés o de forma sistémica (Pawela et al., 2016; Vogt
et al., 2015). La direccién hacia poblaciones especificas de neuronas se consi-
gue mediante el tropismo tisular del virus, que es su habilidad para infectar un
tejido en especifico (McCall et al., 2016). Una vez los genes se introducen en
la neurona, es necesario un método para confirmar su expresiéon. Cominmente,
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la opsina incluye un fluoréforo que puede ser detectado con un microscopio de
fluorescencia. La expresion desmedida del vector viral ha resultado en ocasiones
danino para la fisiologia celular, por lo que se suelen incluir grupos control de
neuronas donde se mide la extensién de la infeccién, a la par que la salud de la
célula (Mei and Zhang, 2012).

El avance de la optogenética ha ido de la mano con el desarrollo de la opto-
electrénica, que ofrece una variedad de herramientas para facilitar los montajes
experimentales propuestos en la activacion de proteinas fotosensibles.

1.2.5. Dispositivos optoelectronicos en optogenética

Para estudiar las aplicaciones de las opsinas, sus efectos en el comportamien-
to y la salud de las células, y sus interacciones con el tejido, es comiin observar
cambios en la fisiologia celular mediante un microscopio confocal. Para estos
experimentos in vitro se han desarrollado dispositivos que irradian las muestras
preparadas con la longitud de onda, potencia y los patrones de excitacién que
se requieren. En este ambito, los sistemas LED son los mas comunes.

El primer dispositivo para este propdsito que se describe en la literatura
consistia en un circuito astable basado en un integrado NE555, accionando un
LED azul de 470 nm con pulsos de entre 1y 7 Hz (Li et al., 2009). Después, en
2016, se presenta el Light Plate Apparatus (LPA), una plataforma de hardware
abierto para optogenética. Esta plataforma consiste en una matriz de 4x6 LEDs
intercambiables de 5 mm de didmetro, por lo que se podria variar la longitud
de onda de la estimulacién entre 310 y 1550 nm. Ademads, se puede controlar
mediante una interfaz grafica de usuario basada en web. Segin los datos publi-
cados, la irradiancia maxima que puede dar es de 0.27 mW/mm? con un LED
de 471 nm (Gerhardt et al., 2016).

En 2019 se describe un nuevo dispositivo llamado optoPlate-96 para irradiar
placas de muestras de 96 pocillos usando LEDs azules, rojos e infrarrojos. La
corriente méxima para un tnico LED es de 30 mA, que a través de un LED azul
es capaz de irradiar hasta 0.04 mW/mm? (Bugaj and Lim, 2019). En 2020 se
publica el dispositivo LAVA. Este también consistente en una matriz de LEDs
de 470 nm, implementa el uso de difusores de luz para asegurar la uniformidad
de la irradiancia en todo el pocillo. Sin embargo, el valor de esta se ve disminuido
hasta un méximo de 20 uW/mm? (Repina et al., 2020).

Dada la necesidad de estudiar los transitorios en las respuestas ante estimu-
los épticos de células nerviosas optogenéticamente modificadas, al principio de
2022 se desarrollé un dispositivo capaz de irradiar muestras en una placa de
24 pocillos con hasta 0.3 mW/mm? a 470 nm, con la particularidad de que se
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disen6 para caber en un microscopio confocal y asi poder realizar medidas en
tiempo real (Monreal-Trigo et al., 2022). Aun asi, este y todos los dispositivos
LED que se han descrito no alcanzarian la potencia 6ptima para reclutar la
mayor parte de opsinas, que estarfa en torno a los 10 mW/mm? (Yizhar et al.,
2011).

Los dispositivos de mayor potencia se basan principalmente en diodos laser.
Estos se pueden aplicar directamente o llevar el haz mediante una fibra 6ptica,
por lo que, gracias a su pequeno tamano y la gran precisién que se logra sobre
el tejido objetivo, se suelen usar en dispositivos implantables. Mientras que con
un laser se pueden lograr irradiancias de hasta 1 W/em?2, superando por mucho
a los dispositivos LED, esto se da gracias a la concentraciéon de la potencia
radiada en un area reducida, y requiere de dispositivos épticos de alto coste
para la colimacién y la correcta distribucién del haz (Mesri et al., 2018; Fan and
Li, 2015).

1.2.6. Aplicaciones de la optogenética

Los estudios preclinicos de optogenética ya se cuentan por decenas (Towne
and Thompson, 2016; Chen et al., 2022). Como muestra de los mds relevan-
tes, en 2009 se utilizé la optogenética para modular circuitos neuronales en el
neocortex de ratones mediante ChR2, expresado mediante vectores virales AAV5
inyectados directamente (Sohal et al., 2009).

Después, en 2010, se logré alterar el funcionamiento de células cardiacas de
ratones in vitro e in vivo mediante la expresion de ChR2. Para ello, se generd
una linea de células musculares transgénicas mediante el uso de promotores de
expresion del gen de interés (Bruegmann et al., 2010). En 2015, este hito se re-
produjo mediante la inyeccién intravenosa de vectores virales AAV, facilitando
el proceso (Vogt et al., 2015). En el campo de los inhibidores, se obtuvo un buen
resultado inhibiendo células musculares mediante la expresion de canales halo-
rodopsinas NpHR, también implementadas mediante promotores (Liske et al.,
2013).

En cuanto a la regeneracién y recuperacién de funciones de tejido nervioso,
en 2014 se logré enervar ramas de nervios ciaticos de ratones previamente sec-
cionadas mediante el uso de ChR2, confirmando que se puede desarrollar una
terapia de regeneracién de tejido nervioso dafiado (Bryson et al., 2014).

Para la terapia de enfermedades neurodegenerativas se probé recientemente,
en 2019, que la optoestimulaciéon mediante ChR2 de neuronas del hipocampo
de ratones con Alzheimer mejoraba su memoria (Wang et al., 2019).
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Respecto a la investigacion clinica, existen varios procedimientos que se en-
cuentran en activo o recientemente finalizados que buscan recuperar capacidad
de visién en retinas con distintas patologias, como retinitis pigmentosa (estu-
dios clinicos NCT04945772, NCT02556736, NCT04919473 y NCT03326336) y
enfermedad de Stargardt (estudio NCT05417126).

1.2.7. Objetivos

Durante los tltimos anos se han estudiado ampliamente los varios métodos
propuestos para tratar enfermedades del sistema nervioso, como es el caso de los
traumatismos craneoenceflicos. Entre estos métodos destaca el trasplante de
células progenitoras neurales, que pueden promover la proteccién, inmunomodu-
lacién y neuroregeneracion del tejido danado. Para dar lugar a este tratamiento
quedan muchos retos por superar, por ejemplo la escasa supervivencia de las
células trasplantadas o limitaciones en su diferenciacién.

Mediante la manipulacién genética de estas células para expresar canales
i6nicos fotoactivables, se puede formular una terapia optogenética que seria
capaz de aumentar la efectividad del trasplante celular mediante el aumento
de la diferenciacién y la proliferacion de las células progenitoras. Para ello, se
requiere de un mayor estudio de los efectos de la optogenética sobre el tejido
celular.

Por ello, y dadas las limitaciones de los sistemas optoelectrénicos disponi-
bles, se propone el desarrollo de un sistema de estimulacién optogenética con
suficiente potencia para reclutar una porcién significativa de los canales iénicos
producidos por estas células genéticamente modificadas, junto con la posibilidad
de variar los patrones de estimulacién en busqueda de un conjunto de parame-
tros que haga mas efectivo este tratamiento. Ademads, se propone que el sistema
tenga un factor de forma que permita su uso en conjunto con un microsco-
pio confocal, permitiendo realizar medidas en tiempo real de los efectos de la
estimulacion y de los transitorios que se dan como respuesta.
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Capitulo 2

Desarrollo de un dispositivo
para terapias fototérmicas
in vitro

En este capitulo se describe el desarrollo y la validacién de un prototipo de
sistema de experimentacion in vitro. Se pretende que este sistema se utilice para
probar la eficiencia de las nanoparticulas, su toxicidad in vitro, la viabilidad del
tratamiento de hipertermia, y la liberaciéon de farmacos. Debido a las carac-
teristicas del proceso de experimentacién, que requiere miiltiples iteraciones del
mismo experimento para cada variable que se desea estudiar, se hizo necesaria
la automatizacién del proceso.

Uno de los mayores problemas que se encontraban en la experimentacién de
terapias fototérmicas era el posicionamiento de la muestra que debia ser irradia-
da bajo el haz del ldser, y tener que posicionar la siguiente muestra manualmente
al cabo de unos minutos. El método manual era poco preciso en el centrado de
la muestra y sugiere que su manipulacién continua podia alterar variables que
afectaban al resultado. Después, era importante poder controlar el tiempo y la
potencia de la irradiacién. Para ello se implementaron distintas estrategias para
alimentar el diodo laser, cada una con sus ventajas y desventajas.

Finalmente, para poder realizar experimentos con células estas debian man-
tenerse a una temperatura constante, por lo que se hizo necesario implementar
una cdmara termostatica que mantuviese la temperatura todo el tiempo que
durasen los experimentos. Todo este sistema debia ser integrado en una tnica
caja que ocupase el menor espacio posible y permitiese su transporte. Una estra-
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tegia de desarrollo modular permitié probar cada parte y su comunicacién antes
de integrar el sistema, implementando microcontroladores en aquellos médulos
donde fue necesario. Para que el control se hiciese efectivo, se tuvo que desarro-
llar firmware especifico para la tarea de cada médulo.

Ademas, para que los usuarios finales del sistema tuviesen acceso al control y
a la visualizacién de las variables del experimento y su progreso, se tuvieron que
desarrollar dos interfaces gréficas mediante software: una para la planificacion
del experimento y otra para la ejecucion de este, junto con la recogida y muestra
de variables de los sensores del sistema.

A continuacion se detallard cada uno de los puntos que se han mencionado.

2.1. Metodologia

La metodologia para el desarrollo y la validacién del dispositivo se puede
dividir en cuatro partes fundamentales: desarrollo del hardware, desarrollo del
firmware, desarrollo del software y experimentos de validacion.

Vs )

CABEZAL
LASER

CAMARA
TERMOGRAFICA

CAMARA
TERMOSTATICA

MUESTRAS )

CONTROL
DE |,
POSICION

CONTROL DE
TEMPERATURA

/

MODULO
PRINCIPAL

CONTROL
DEL LASER

- J

Figura 2.1: Diagrama de bloques de los componentes integrados en el equipo de expe-
rimentacion in vitro y su distribucion.

60 de 194



Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

2.1.1. Desarrollo del hardware

La solucién que se propuso para automatizar los procesos de experimentacion
en terapias fototérmicas fue el equipo de experimentacién in vitro, que se puede
ver esquematizado en la Figura 2.1 y resumido en los siguientes apartados.

2.1.1.1. Electrodnica y Control

La electrénica se dividié en cinco médulos:
Mdédulo de control del ldser

La capacidad de controlar la potencia irradiada es clave para poder investigar
la viabilidad de los tratamientos fototérmicos, y dado que la potencia del haz
ldser es proporcional a la corriente que pasa por el diodo, se disené el médulo
en base a un convertidor de tensién a corriente (convertidor V/I), cuya entrada
pudiese modificarse mediante un convertidor digital a analégico (DAC) para
satisfacer el rango de irradiancias requeridas.

O )
BUS I2C

BLOQUE
DIGITAL

CONVERTIDOR
V/I

DIODO LASER

FOTODIODO

AMPLIFICADOR DE
TRANSIMPEDANCIA

P

Figura 2.2: Diagrama de blogues del mddulo de control ldser.

Esta corriente debia ser lo més constante y estable y contener el menor ruido
posible, pero a su vez el médulo debia ser capaz de disipar el calor producido
en los elementos reguladores o conmutadores. Para asegurar que la corriente
de salida y la potencia del haz laser corresponden en todo momento a la que el
usuario necesita se debian implementar métodos de monitorizaciéon, dando lugar
todo el conjunto al diagrama de bloques de la Figura 2.2. En este disenio, un
circuito digital se encargaria de controlar el convertidor V/I, mientras que del
bucle de realimentacién se extraeria un punto de monitorizaciéon. Algunos diodos
ldser contienen en su mismo encapsulado un fotodiodo que podria aprovechar-
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se, mediante un amplificador de transimpedancia, para monitorizar la potencia
irradiada.

El desarrollo de la topologia del convertidor V/I resulté en el esquemético
de la Figura 2.3. Esta permite el control de corrientes relativamente altas utili-
zando resistencias (RS) pequenas de sensado en el bucle de realimentacién, ya
que la diferencia de tensiéon en bornes de la resistencia se amplifica a través de
un segundo amplificador operacional (U2) en configuracién de amplificador no
inversor. Asi, se logra ademds una mejora en la resolucién del control. La princi-
pal desventaja que presenta este circuito es la necesidad de compensar retrasos
en la realimentaciéon, que son capaces de producir oscilaciones.

Figura 2.3: Esquemdtico simplificado de la topologia del convertidor V/I implementado
en el modulo de control del ldser.

Para hallar la funcién de transferencia del circuito que alimenta el diodo
laser y asi poder implementar el control de la potencia de salida, se lleva a cabo
el analisis en DC del circuito de la Figura 2.3. En este circuito, la referencia
Vyes se introduce a la entrada positiva V't del amplificador operacional Ul,
mientras que la entrada negativa se conecta a la realimentacién, por lo que se
puede suponer que VT =V,

Se puede simplificar que el voltaje visto en el terminal negativo del amplifi-
cador operacional es igual a la caida de tensién en la resistencia de sensado (RS)
multiplicado por la ganancia del circuito amplificador no inversor que conforma
U2 (G2), como se indica en (2.1).

V- =I1-RS-G2 (2.1)
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Teniendo en cuenta la igualdad que supone la realimentacién negativa, se
tiene que dar la expresién (2.2).

Ve =1-RS-G2 (2.2)

En condiciones ideales y suponiendo que la corriente de polarizacién de los
transistores, dada la alta ganancia DC del conjunto, es despreciable, se puede

despejar la corriente a través del diodo dando lugar a la funcién de transferencia
(2.3).

V;’ef

I'=%s 6o

(2.3)

El comportamiento del circuito se simulé utilizando el software de simulacién
LTSpice (Analog Devices, 2023), con un anélisis de transitorio en primer lugar.
La respuesta a un escalén en la referencia mostré un gran transitorio inicial con
corrientes por encima de las maximas permitidas por los diodos laser, seguido de
una fuerte oscilacién alrededor del nivel de corriente deseado, como se representa
en la Figura 2.4, un efecto que podia observarse experimentalmente en algunos
prototipos previos.

1

il |
: 04 || |' "ﬁM'V'VWI'VV‘n"r'W‘nMJ'N\MI I WW‘M'U'IMI'V'V‘ JIN MI'V'WWWWI I

Tiempo (s) %107

Figura 2.4: Resultados del andlisis transitorio del circuito simulado.

Dado el interés de comprender este comportamiento se llevé a cabo un anali-
sis en frecuencia con los modelos mas exactos disponibles de los componentes,
pero los resultados no fueron concluyentes, ya que los margenes de fase y ga-
nancia eran adecuados, como se observa en la Figura 2.5.
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Figura 2.5: Resultado del andlisis en frecuencia del circuito, representando la ganancia
y la fase a la salida del amplificador operacional Ul.

Se podria discutir que esta oscilacién es una consecuencia de una accién
de control excesiva ante el error de la realimentacién respecto a la referencia,
y de que el sistema tarda en responder. Esto se puede demostrar observando
a la vez la accién de control a la salida del amplificador operacional Ul y la
realimentacion, representadas en la Figura 2.6: a pesar de que la realimentacion
alcanza el nivel de la referencia (1 V), y la accién de control cambia de signo, la
realimentacion sigue aumentando durante 583 ns mas. Llegado cierto punto la
realimentacién cambia también de signo pero lo hace tarde, por lo que vuelve a
exceder la referencia. Esta situacion se da continuamente, por lo que el sistema
queda oscilando.

4 T T T T
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Realimentacion
3r Referencia 1
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.%2 L
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* /\
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Figura 2.6: Transitorio de la senal accion de control y de la realimentacion.

Dado que no se observa una posible causa a la oscilacién en el anélisis en
frecuencia, el ajuste tedrico para evitar esta oscilacién no fue posible, sin embar-
go, se propusieron varias soluciones. En primer lugar, se anadié un condensador
entre la salida de U1 y la entrada positiva de U2 junto con una resistencia en la
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realimentacion para adelantar la senal de control a la realimentacién, reducien-
do el retardo como se observa en la Figura 2.7. Aqui, el desfase medido entre la
accion de control y la realimentacién ha disminuido a 340 ns.

i NG YAVAYAYS
A _

h

| Accion de control i
0.5 i Realimentacion
Referencia
0 L 1 L 1 L L
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Tiempo (s) %10

Figura 2.7: Transitorio de la sefial accion de control y de la realimentacion anadiendo
un condensador entre la salida de Ul y la entrada positiva de U2.

Ademsés, se anade un filtro paso bajo en la realimentacién, que suaviza la
senal medida en el terminal negativo de Ul, logrando que la senal se estabilice
una vez transcurrido un pequeno periodo, como se ve en la Figura 2.8.
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Figura 2.8: Transitorio de la senial accion de control y de la realimentacion anadiendo
un condensador entre la salida de Ul y la entrada positiva de U2 y un filtro paso bajo
en la realimentacion.

Por tltimo, para evitar el pico de corriente a través del diodo que se da en
los primeros nanosegundos del transitorio, se anadié un condensador en paralelo
a R1. Esto ralentiza levemente el transitorio de la accién de control. Implemen-
tados estos cambios, el esquemédtico del circuito convertidor V/I quedé como se
observa en la Figura 2.9.
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U1

V_ref

LOOP

Figura 2.9: Esquemdtico simplificado de la topologia del convertidor V/I modificado
para incluir condensadores que amortiguasen la oscilacion.

A continuacién, en la Figura 2.10 se comparan los diagramas de Bode antes
y después de la implementacién de los métodos de amortiguacion. La principal
diferencia apreciable es la cancelacién del cero que elevaba la ganancia en el
circuito original, ademés de una atenuacion de la senal a frecuencias mas bajas.
En segundo lugar, y con mayor importancia dado el razonamiento a través del
cual se implementaron los cambios, se observa que la pendiente de la fase se ha

desplazado a frecuencias mas bajas, es decir, se ha compensado un retraso en el
sistema (Lathi, 2005).
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Figura 2.10: Diagramas de bode del andlisis en frecuencia antes y después de imple-
mentar métodos de amortiguacion.
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La monitorizacién adicional se llevé a cabo utilizando el fotodiodo que inte-
gra el encapsulado de algunos diodos ldser, a través del cual circula una corriente
inversa proporcional a la intensidad del laser. Esta corriente se transduce en una
tension, que puede ser leida por un microcontrolador, mediante un amplificador
de transimpedancia como se observa en la Figura 2.11. Dado que la capacitan-
cia pardsita del fotodiodo puede causar una oscilacién del circuito, se anade un
condensador capaz de compensarlo (Graeme, 1996).

R1

%

< -

Figura 2.11: Esquemdtico simplificado de la monitorizacion basada en el fotodiodo
integrado en el encapsulado del ldser.

Cuya tensién de salida Vpyoro, proporcional a la corriente a través del
fotodiodo I,q, se puede calcular segin (2.4).

1

. — 2.4
1+ jw C1 Rl (24)

Vpruoro(w) = R1-I,q -

Finalmente se llevé a cabo el diseno de la parte digital del circuito. Dado
que con una referencia de cero voltios (excluyendo ruido y offset) el circuito con-
vertidor V/I requiere del paso de una corriente de bias a través del diodo ldser
que podria reducir su vida 1til, se implement6 un relé cuya apertura y cierre
es comandada por un microcontrolador y es capaz de conmutar la alimentacion
al diodo. El microcontrolador escogido para esta tarea fue un Atmel ATTiny85
(Microchip, 2023c), ademds, gracias a que integra puertos de conversién analégi-
ca a digital y un puerto de comunicaciones 12C (NXP Semiconductors, 2023),
se le anadi6 la funcionalidad de llevar a cabo las medidas de monitorizacién
del circuito convertidor V/I, asi como de Vpgoro, y transmitirlas al médulo
principal. Para el correcto funcionamiento y la programacién y alimentacion del
circuito, se anadié un botén de RESET y un conector de 4 pines.

Para la generacién de la referencia utilizada como entrada en el circuito
convertidor V/I se utiliz6 un convertidor digital a analégico de 12 bits y con co-
municacién 12C MCP4725A (Microchip, 2023d). Este se conecté directamente al
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bus I12C del circuito para ser comandado por el médulo principal. El esquemaético
resultante se puede ver en la Figura 2.12.
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Figura 2.12: Esquemdtico simplificado del bloque digital del mddulo de control ldser,
implementando un ATTiny85, que realiza las lecturas de la monitorizacion y actia
sobre el relé de encendido del ldser.

Una vez implementado, este mdédulo se probé para asegurar que otorgaba
siempre una corriente cercana a la requerida para generar la irradiancia de
referencia. Para ello, se enviaron al DAC distintos niveles de tensién para que
estos fuesen puestos a la entrada del circuito convertidor V/I, y se midié la
realimentacién. Por otro lado, se midié también la salida Vproro para generar
una curva de calibracién y poder calcular rapidamente la correspondencia entre
voltaje medido y potencia 6ptica radiada.

Méddulo de control de posicion

Este médulo permite al equipo procesar varias muestras automaticamente.
Para ello, se implementd un sistema de posicionamiento que moviese las mues-
tras, previamente cultivadas y tratadas en una placa de 96 pocillos, bajo el haz
ldser, una por una y en un orden determinado por el usuario.

El sistema de posicionamiento consiste en una mesa movil en 2 ejes en cuya
parte superior se sitian las placas de 96 pocillos. Para lograr el movimiento de
la mesa se utilizaron dos motores paso a paso, uno en cada eje.

Los motores paso a paso consisten en un rotor magnético rodeado de una
serie de bobinas. Para simplificar la explicacién, supongamos que el rotor es un
iman rodeado de dos bobinas, como se muestra en la Figura 2.13, dejando cuatro
puntos libres para su conexién: A+ y A- que conforman una bobina, y B+ junto
con B- conformando la otra bobina. Cuando se introduce una corriente desde
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A+ a A-) la bobina crea un campo magnético que atrae el polo norte del iméan.
Unos instantes después, se retira la corriente en esa bobina y se aplica entre los
terminales B+ y B-, atrayendo el polo norte del iman hacia la segunda bobina.
Este movimiento del rotor desde una bobina hacia la siguiente se denomina paso,
y el rotor de un motor paso a paso completa una vuelta en su nimero nominal
de pasos.

A=

Figura 2.13: Diagrama simplificado del funcionamiento de un motor paso a paso, mos-
trando la aplicacion de corriente en sus terminales que permite a su rotor dar un paso.

Para lograr el maximo par en un paso, un método comiin es circular corriente
por ambas bobinas a la vez e invertir la polaridad de una de ellas, de forma que
el rotor apunta a un lugar entre las dos bobinas, como se ve en la Figura 2.14.

B- B+ B- B+
Y Y
A+ AN
=
-(:u
<

Figura 2.14: Diagrama simplificado del funcionamiento de un motor paso a paso, mos-
trando la aplicacion de corriente combinando las dos bobinas para lograr el mdzrimo
par, haciendo que el rotor apunte a un lugar intermedio.

Si se combinan ambos métodos se logra lo que se conoce como movimiento
por medio paso (”half step”), duplicando el nimero de movimientos que debe
realizar el rotor para alcanzar una vuelta completa, con lo que se logra una
mayor resolucién.
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Por 1ltimo cabe mencionar que existen métodos para posicionar el rotor en
practicamente cualquier angulo mediante la introduccién de corrientes de una
amplitud precisa en cada bobina. Sin embargo este método tiene un par muy
reducido, por lo que se descarté para su uso.

La mayor ventaja que presenta usar un motor paso a paso es que este se
mueve llevando a cabo un nimero de pasos de un angulo concreto, por lo que
no es necesaria una retroalimentacién para alcanzar una posiciéon determinada:
Unicamente contar los pasos que faltan para alcanzarla es suficiente.

Para accionar los motores se podria disenar un circuito basado en transis-
tores que introdujesen las corrientes en las bobinas, coordinados mediante un
microcontrolador, sin embargo, existen médulos comerciales que ya implemen-
tan estos circuitos en un tamano reducido y con una gran eficiencia, como es
el caso del A4988, utilizado en el médulo de control de posicién (Allegro mi-
crosystems, 2023). Este funciona mediante la introduccién de pulsos en un pin
(STEP), llevando a cabo un movimiento por cada pulso. La direccién del movi-
miento se configura cambiando el estado de otro pin (DIR). Ademés, el médulo
A4988 permite mover el motor con todos los métodos mencionados anterior-
mente, de entre los cuales se seleccioné el método de medios pasos para lograr
una buena resolucién en el movimiento sin sacrificar el par.

A pesar de que el sistema podria funcionar en bucle abierto, dada la posibili-
dad de que un microcontrolador pierda la cuenta debido a un reinicio inesperado,
cabe anadir una forma de encontrar el punto inicial del movimiento. Para ello,
se implementaron dos sensores de final de carrera, encapsulados en forma de
médulos infrarrojos en U, en la mesa de posicionamiento, uno en el origen de
cada eje. Al ser alcanzados por la mesa, estos comunican al microcontrolador
que ese eje ha alcanzado su limite.

Con estos componentes bésicos, se puede definir el diagrama de bloques del
circuito, representado en la Figura 2.15. Para el control digital y la comunicacion
con el médulo principal se utilizé el microcontrolador ATMega328P, de 8 bits
(Microchip, 2023a).

Dado que las conexiones son directas sin necesidad del cédlculo de compo-
nentes, el esquematico correspondiente al desarrollo de este médulo se mostrara
Unicamente en resultados.

Méddulo de control de temperatura ambiente

Una de las funciones deseables del equipo era mantener las muestras a una
temperatura de cultivo, ya que fuera de estas condiciones se incrementaria la
mortalidad de las células. Ademas, mediante este control de temperatura se
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Figura 2.15: Diagrama de bloques del modulo de control de posicion.

podrian simular las condiciones de temperatura inicial del cuerpo humano.

Para ello se disené un médulo de control de temperatura ambiente, basado
en un calefactor ceramico de 100 W y 12 V con un radiador que calentase el aire
que pasa a través. El paso del aire se forzaria mediante un ventilador de 12 V.
La retroalimentacién de temperatura se darfa mediante un sensor LM35 (Texas
Instruments, 2023).

Este mdédulo se disend con dos entradas de control digital: una para activar el
ventilador y otra para activar el calefactor. Al activar la entrada del calefactor,
la senal alcanza una de las entradas de una puerta AND, mientras que la otra
entrada se conecta a una resistencia de sensado en la alimentacién del ventilador,
de forma que no es posible activar el calefactor sin que el ventilador esté en
funcionamiento. De esta forma se evita un posible sobrecalentamiento de la
estructura que contiene el calefactor y el ventilador, asi como de sus alrededores.
Las entradas del médulo de control de temperatura ambiente estdn conectadas
directamente al médulo principal, al igual que el sensor LM35.

El diseno de este médulo se puede ver resumido en el diagrama de bloques
de la Figura 2.16.

Mdédulo de cdmara termogrdfica

Se implement6é un mdédulo de cdmara termogréfica en la parte superior del
equipo para poder medir la evolucién de la temperatura de las muestras irradia-
das. Este se basa en un sensor AMG8833 de 8x8 pixeles integrado en un médulo,
y se conecta mediante 12C con el médulo principal (Panasonic, 2023).

Médulo principal
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Figura 2.16: Diagrama de bloques del modulo de control de temperatura ambiente.

El médulo principal se encarga de comunicarse con el resto de médulos. Re-
cibe datos de los sensores y coordina el accionamiento de las distintas partes
del sistema. Se basa en un microcontrolador de 32 bits de Atmel ATSAM3XS8E
(Microchip, 2023b), que se comunica mediante USB con la interfaz grafica de
usuario, de donde recibe los parametros y los comandos para realizar los experi-
mentos, a la par que se comunica mediante I12C o por entradas/salidas digitales
con el resto de médulos descritos.

2.1.1.2. Mecanismo de posicionamiento

Meétodos de fabricacion

El mecanismo de posicionamiento se construyo6 con pléstico cortado y piezas
impresas en 3D, junto con otras piezas comerciales. El corte se llevd a cabo en
una maquina de taladro y fresado de Bungard Electronik CCD/ATC (Bungard
Elektronik, 2023), cuyo propdsito principal es la fabricacién de circuitos impre-
sos. Para evitar incompatibilidades de formato, las piezas se disenaron primero
en Autodesk Eagle utilizando el editor de placas de circuito impreso (PCB) (Au-
todesk, 2021). En este proceso, los bordes que se debfan fresar se situaron en las
capas de fresado y borde de placa, y los taladros con su tamano correspondiente
en la capa de taladro, como se lleva a cabo normalmente en el diseno de una
PCB. De esta forma, los scripts generadores de archivos CAM pueden exportar
el diseno en un formato Gerber que el software de Bungard puede leer.

Una vez cargado y procesado el diseno en el software de Bungard, se colocaba
la plancha de plastico en la tabla de la maquina, procediendo a realizar los
taladros en primer lugar. Si los taladros requerian de avellanado, se anadia un
fresado extra sobre el taladro con el tamano y la profundidad adecuada. Después,
la pieza se extrafa del plastico mediante fresado con una punta especializada de
2 mm. Si el plastico era muy grueso se realizaban varias pasadas para evitar un
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sobrecalentamiento de la punta, el plastico o la maquina.

Para las piezas impresas en 3D se llevé a cabo un proceso més directo. Las
piezas se disenaron en Solidworks y se exportaron como archivos en formato .stl.
Se utilizé el software Cura de Ultimaker para generar el c6digo méquina a partir
de estos archivos, y para configurar los parametros de impresion. Se utilizaron
dos maquinas de impresién 3D: una Ultimaker 2 Extended y una Creality Ender
6, ambas con filamento plastico PLA, que requiere una temperatura de mesa
de 60 °C y una temperatura de cabezal de 210 °C (UltiMaker, 2023; Creality,
2023).

Diserio y pasos de fabricacion

En primer lugar se construyd la mesa superior del mecanismo, donde se
sitian las muestras, mediante un corte rectangular de 141x99 mm en una plan-
cha de metacrilato de 4 mm de espesor. Se cortd otra pieza de las mismas dimen-
siones pero con un vaciado interior de 127x85 mm, el tamano de una placa de 96
pocillos, en policarbonato de 2 mm, y se pegd sobre la primera pieza, creando
una hendidura que sujeta la placa de pocillos. Estas dos piezas se pueden ver
en la Figura 2.17.

@,

L

689

Figura 2.17: Render de la mesa superior del mecanismo junto con la pieza secundaria
que sujeta la placa de pocillos.

Este conjunto se perforé para pasar tornillos avellanados ANSI M3 en las
posiciones donde se tendria que sujetar al mecanismo que lo mueve. Se perfo-
raron doce taladros en grupos de tres en la dimension méas corta de la pieza, y
dos en perpendicular a estos, simétricos al centro. Los primeros doce taladros
se usaron para pasar los tornillos que conectan esta pieza con dos deslizadores
EMUCA 4207405 de 278x17x10 mm en paralelo (Emuca, 2023), que permiten
un movimiento lineal y suave de la mesa, siempre en paralelo al eje. La parte
estatica de los deslizadores se atornillé a cuatro piezas rectangulares disenadas
a medida de 74,5x23,15x15 mm e impresas en 3D con la maquina Ultimaker 2
Extended en PLA, anadiendo tres tornillos avellanados ANSI M3 a cada pieza.
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Los dos taladros restantes en la mesa superior se atornillaron a una pieza
disenada a medida de 43,6x18x16,8 mm, impresa en 3D con PLA, en cuyo
centro se sitta el hueco para introducir una tuerca ANSI M8, cuyo movimiento
se limita. A través de esta tuerca se pasa una varilla roscada ANSI M8 con paso
de 1,25 mm y 324 mm de largo, de forma que, cuando la varilla gira, la tuerca se
desplaza junto con la mesa superior. El conjunto descrito hasta ahora conforma
un eje de movimiento y se puede ver representado en la vista explotada de la
Figura 2.18.

Figura 2.18: Render de las partes que conforman un eje de movimiento con la mesa
SUPETLOT.

Para automatizar la rotaciéon de la varilla se utilizé un motor paso a pa-
so NEMA 17 de 200 pasos por vuelta y 2400 g/cm de par SM-42BYGO011-25
(Mercury Motor, 2009), conectado a la varilla mediante un acoplador flexible de
aluminio de 19 mm de didmetro y 25mm de largo. El estator y la carcasa del
motor se sujeta mediante dos piezas a medida en forma de L, impresas en PLA.
Las dos partes mas largas de la L se disenaron con cuatro taladros para unir la
pieza al motor y a una base mediante tornillos ANSI M3.

Esta base, un rectangulo de 324 x 99 mm cortado de una plancha de meta-
crilato de 4 mm de espesor, sujeta todas las partes estaticas del primer eje, es
decir, las seis piezas impresas en PL A, mediante tornillos avellanados ANST M3.
A continuacién, para lograr el segundo eje de movimiento, se duplicé esta es-
tructura pero comenzando desde dicha base en lugar de desde la mesa superior.
La estructura final resultante se puede ver en el render de la Figura 2.19.
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Figura 2.19: Render del mecanismo de posicionamiento totalmente construido, con una
placa de 96 pocillos situada en la mesa superior.

2.1.1.3. Estructura

Encapsulado del equipo

Después de varias iteraciones en el diseno, el resultado éptimo para la es-
tructura exterior del equipo fue una caja de 40x40 cm con dos plantas: en la
primera, la inferior, se situarian los circuitos electréonicos y la gestién de energia,
mientras que en la planta superior, que define la caAmara termostatica, se en-
contraria el mecanismo de posicionamiento. Un poco més arriba, en el techo del
equipo, se situarian la cidmara termogréfica y el cabezal laser.

El material utilizado fue metacrilato en ldminas de 4 mm de grosor, que
se cortaron con los mismos métodos que en la fabricacion del mecanismo de
posicionamiento, es decir, con una maquina de fresado. Las piezas se diseniaron
en 3D en Solidworks y se ensamblé el equipo virtualmente antes de proceder
a la fabricacién, para confirmar que el diseno era adecuado (Solidworks, 2023).
Después, se export6 el diseno a Autodesk Eagle para generar los archivos Gerber.
Los laterales y partes intermedias de la estructura se disenaron con huecos y
protuberancias para que encajasen entre si. Dado que el fresado no permitia
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huecos perfectamente cuadrados, estos se tuvieron que retocar manualmente
con una lima. Debido a las limitadas dimensiones de la maquina de fresado, las
piezas horizontales se tuvieron que dividir en dos y unir posteriormente.

Se dejaron huecos en dos laterales: ademés de un espacio a través del cual
acceder a la electrénica facilmente, se disend en la parte superior una puerta a
través de la cual se pudiese introducir y retirar las muestras. Por tltimo, en el
lateral trasero se fresaron y taladraron los espacios necesarios para incluir una
fuente de alimentacién y los varios conectores que se tenian que extraer.

Para finalizar la construccion, se anadieron taladros para tornillos en las
esquinas, junto con piezas impresas en 3D, para mejorar su robustez. Este diseno
presenta la ventaja de que se puede desmontar la estructura para llevar a cabo
cualquier reemplazo de piezas o reprogramacién de firmware. El diseno final se
puede ver en la Figura 2.20.

Figura 2.20: Render del diserio del encapsulado del equipo.
Cabezal ldser

En un primer momento el diodo laser que se iba a utilizar en el equipo co-
rrespondia al modelo LDM-0808-500m-92 de Roithner LaserTechnik, de 808 nm
de longitud de onda y 500 mW de potencia éptica, integrado en un encapsulado
de 9 mm junto con un fotodiodo (Roithner LaserTechnik, 2023a). Dado que el
angulo de divergencia de un diodo ldser de estas caracteristicas es excesivo para
lograr suficiente irradiancia, se debia incorporar un colimador al frente, para lo
cual se escogié el modelo RGL-830-9B junto con el accesorio de montaje LDMT-
90-10 (Roithner LaserTechnik, 2023c,b). Adem4s, se debia anadir un disipador
al diodo para evitar su sobrecalentamiento, ya que el rango de temperaturas de
funcionamiento nominal de este es muy reducido. Todo este conjunto dio lugar
a la necesidad de un cabezal, una estructura mecanica que diese el soporte y la
distancia sobre la muestra suficiente para lograr el tamano de haz deseado.
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Figura 2.21: Render del cabezal ldser. En la parte inferior, el soporte fabricado en
PLA. De la parte central surge un cable correspondiente a la cdmara USB. En la parte
superior se encuentra el modulo laser JLM8050ZB-J2Y5.

A pesar de los intentos por utilizar el modelo indicado de diodo, su vida
util era muy corta, probablemente debido al sobrecalentamiento por no poder
integrar todo el conjunto en un disipador adecuado. Para eliminar este inconve-
niente, se sustituyé el conjunto escogido por un conjunto comercial equivalente,
un médulo modelo JLM8050ZB-J2Y5, que consiste en un diodo laser de 5.6 mm
con un colimador ajustable encapsulado en una estructura metélica que actia
de disipador, junto con un ventilador (Jiguoor, 2023). De esta forma, se reducian
los costes de sustitucion del laser y se aumentaba su fiabilidad y tiempo de uso.

A este médulo ldser también se le anadié una estructura soporte impresa en
3D con PLA, como se puede ver en la Figura 2.21. Esta tiene una altura que
permite colimar el haz a un didmetro de 2 mm, logrando una irradiancia maxima
de 4 W/em?2. Ademés, se afiadié un hueco para introducir una camara USB, que
serviria mas tarde para realizar la calibracién del sistema de posicionamiento.

2.1.2. Firmware

Mdédulo de control del ldser

El firmware en el ATTiny85 de este mddulo se inicia abriendo el relé integra-
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do en el circuito, después, configura el puerto de comunicaciones 12C y espera
a recibir comandos desde el médulo principal. Los comandos pueden ser:

= Cierre del relé
= Apertura del relé

= Lectura de la monitorizacién del circuito convertidor V/I y el fotodio-
do, consistente en llevar a cabo 10 conversiones analdgicas a digitales y
responder al médulo principal con la media de los resultados.

Para esta tarea, el puerto I12C se configura con un reloj base de 400 kHz
y como dispositivo secundario, asignando al ATTiny una direccién que no se
utiliza en ningun otro dispositivo conectado al bus, por ejemplo, el hexadeci-
mal 0x1A. En la configuracién, se asigna una funcién a la interrupcién que el
puerto 12C hace saltar cuando el médulo méster solicita al médulo secundario
que responda con datos. El ADC se configura para leer la realimentacién del
circuito convertidor V/I y la tensién proporcional al nivel de corriente a través
del fotodiodo.

En caso de ejecutar la interrupcion, lo cual ocurre cuando la cadena de datos
recibida por I2C contiene un byte de solicitud de registro, se devuelven al médulo
principal 4 bytes conteniendo los bits menos significativos y més significativos
de la media de lecturas del ADC.

El otro método de comunicacién por I2C que se implementa es la recepcién
de comandos desde el médulo principal, en cuyo caso el periférico I12C activa una
bandera para la recepcion y, fuera de una interrupcion, se lee el contenido del
mensaje byte por byte, que luego se compara con los posibles comandos. Para
que la operacién sea sencilla, cada una de las acciones descritas anteriormente
se asigna a una letra maytscula.

Modulo de control de posicion

El firmware de este modulo debia encargarse de recibir una posicién codifi-
cada y mover el sistema hasta esta como resultado.

En primer lugar, al inicio del programa se define una matriz con las posiciones
precalibradas de cada pocillo en la placa de 96 pocillos. Esta calibracién se llevé
a cabo utilizando una plantilla con el dibujo de una placa de 96 pocillos, como
se ve en la Figura 2.22, moviendo manualmente los motores para irradiar el
centro de 9 pocillos, anotando los pasos necesarios para alcanzar cada uno, e
interpolando después la posicién del resto de pocillos.

78 de 194



Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

Figura 2.22: Plantilla utilizada para la calibracion de posiciones de pocillos.

En el siguiente paso, se configura el puerto 12C para recibir comandos desde
el médulo principal. Hay cuatro posibles comandos:

= Comando ZERO: al recibir este comando, el médulo debe mover la pla-
taforma al punto inicial del sistema de coordenadas, donde se activan los
sensores de final de carrera. Este punto se considera la posicién de reposo
del sistema, en la que la plataforma se deberia encontrar al inicio, por lo
que este comando se puede programar para ser ejecutado en el encendido.

= Comando HOME: mueve la plataforma a una posiciéon donde se puede
introducir y extraer la placa de 96 pocillos facilmente de la camara ter-
mostatica.

= Comando MOVE: junto con este comando, se reciben dos coordenadas que
representan el nimero y la letra identificativos de un pocillo. Dado este
comando, se comprueba la matriz precalibrada y se extrae el niimero de
pasos que se tiene que aplicar a los motores para alcanzar las coordenadas
indicadas. Entonces, el médulo se encarga de llevar a cabo ese nimero de
pasos en los dos ejes a la vez.

= Comando de modo de calibracién: cuando se recibe este comando se activa
o desactiva el modo de calibracién. En este modo, cada medio segundo
el microcontrolador envia la posicién actual de la plataforma al médulo
principal.

Una vez se completa un comando, el médulo de control de posicién envia una
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bandera de finalizacién al médulo principal, para que el sistema pueda continuar
con el flujo de trabajo de los experimentos.

Mddulo principal

El funcionamiento basico del firmware del médulo principal consiste en asig-
nar interrupciones temporizadas y banderas a cada tarea. Cuando la interrup-
cién ocurre, se genera la bandera y la tarea se lleva a cabo en el bucle principal.
Se configuraron cuatro temporizadores para las cuatro principales tareas:

= Comprobacién de variables, cada 100 ms, su tarea es solicitar todas las
variables, tanto las que se leen en el propio médulo principal, como las
que requieren de comunicacion con el resto de médulos: potencia del laser,
lectura del fotodiodo, estado de los motores, temperatura ambiente, lec-
tura de la cdmara infrarroja. Después, se envian los valores a la interfaz
grafica de usuario (GUI).

= Control de temperatura ambiente, cada 10 ms: por cada interrupcion, se
lleva a cabo una lectura del sensor de temperatura con el ADC, y se guarda
el valor. Cuando se alcanzan las 100 lecturas, se calcula una media y se
transforma la lectura en grados Celsius para llevar a cabo el control, que
compara el resultado con una referencia, por defecto 37 °C, y actia sobre
el calefactor encendiéndolo o apagédndolo. El resultado de temperatura
queda disponible para ser enviado a la GUI en la tarea de comprobacion
de variables. Estos dos primeros procesos se representan en los diagramas
de tiempo de la Figura 2.23, donde el diagrama comienza al alimentar
el sistema, llevando a cabo una comprobacién de variables y 10 lecturas
de ADC hasta la siguiente comprobacién. Una vez esta estructura se ha
repetido 10 veces, se calcula la media de las lecturas. Suponiendo que
el puerto de comunicaciones recibe el comando de habilitar el control de
temperatura, en el siguiente bucle se lleva a cabo la actuacion.

Power on Send x10 Receive
Serial com Set serial
Var check Read
Amb temp ADC reads I_I_I_I_I_I_IJ I I I
EXp ctrl Average Average & control
Mot ctrl
IR cam Read

Figura 2.23: Diagrama de tiempos del firmware del médulo principal al comienzo del
programa.

= Control de motores, una vez cada segundo. Al recibir un comando de
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posicionamiento desde la GUI, se retransmiten las coordenadas al médulo
de control de posicién mediante I12C y se activa el temporizador para
generar una bandera cada segundo. Cuando esta bandera se activa, el
modulo principal solicita la posicién actual y el estado al médulo de control
de posiciéon. Cuando se ha alcanzado la posicién deseada, el temporizador
se desactiva y se transmite a la GUI una bandera de finalizacién. Esta
accién se lleva a cabo en conjunto con las descritas anteriormente, como
se resume en el diagrama de la Figura 2.24.

Position command Send to GUI

Serial com
Var check

Amb temp

Exp ctrl |Request & receive position

Mot ctrl Send lACK l .Position achieved

IR cam

Figura 2.24: Diagrama de tiempos del firmware del médulo principal cuando se recibe
desde la GUI un comando de posicionamiento.

= Control de experimentos, también llevado a cabo cada segundo. Cuando
la GUI envia el comando de encender el laser con una corriente y un
tiempo determinados, se envian mediante I12C las cadenas necesarias para
configurar la salida del DAC al nivel que genere la corriente comandada.
El tiempo recibido se traduce a un niimero de cuentas. Entonces, se envia
el comando de cerrar el relé al médulo de control laser y se activa el
temporizador. Cada segundo, cuando se activa la bandera, se actualiza la
cuenta restando uno. Cuando la cuenta alcanza el cero se reinicia el DAC,
se envia el comando de apertura del relé al médulo de control laser, y
se desactiva el temporizador. Finalmente, se informa a la GUI de que la
irradiacién ha finalizado mediante el envio de una bandera de finalizacién.
Esta tarea se representa en conjunto a las dos primeras en el diagrama de
la Figura 2.25, pero se evita por firmware que el control de motores y el
control de irradiacién estén activos al mismo tiempo para evitar que se
irradien lugares indeseados, por lo que no coinciden en el tiempo.

|Laser command Send to GUI

Serial com
Var check
Amb temp
Exp ctrl
Mot ctrl
IR cam

|Time ==0

DAC OFF

Figura 2.25: Diagrama de tiempos del firmware del médulo principal cuando se recibe
desde la GUI un comando de control de irradiacion.
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Adicionalmente, el médulo principal dispone de un botén situado al frente
del equipo, cerca de la puerta, que genera una interrupcion externa y comanda
la detencién de cualquier tarea que se esté llevando a cabo.

Marcos de comunicacion

Para facilitar la comunicacién del médulo principal con la GUI se creé un
formato de comunicaciéon utilizando un maximo de 10 bytes, aunque algunos
pueden quedar vacios. Como se ve en la Tabla 2.1, el primer byte identifica
la proveniencia de la comunicacién, por ejemplo, un mensaje proveniente de la
GUI se identifica con el hexadecimal 0x01.

Tabla 2.1: Marco utilizado para la comunicacion de comandos y datos desde la GUI
hacia el modulo principal.

Byte 0 1 2-9
Descripcion | ID | Tarea | Datos

En el siguiente byte se identifica la tarea que el médulo principal tiene que
llevar a cabo. Finalmente, en los bytes 2 a 9 se adjunta la informacién necesaria
para llevar a cabo esta tarea. Los conjuntos que se programaron fueron:

= 0x01: Iniciar la irradiacién. Datos: potencia, tiempo.

= 0x02: Parar el laser.

= 0x03: Mover el sistema de posicionamiento. Datos: coordenadas.
= 0x04: Parar el sistema de posicionamiento.

= 0x05: Mover el sistema de posicionamiento a ZERO.

= 0x06: Mover el sistema de posicionamiento a HOME.

= 0x07: Encender o apagar el control de temperatura ambiente.

= 0x08: Parar el sistema de posicionamiento y poner las salidas de los drivers
en alta impedancia, liberando los ejes.

= 0x60: Apagar el laser en modo calibracién
= 0x61: Encender el laser en modo calibracion. Datos: potencia.
= 0x63: Entrar en modo calibracién (actuacién manual)

= 0x64: Salir del modo calibracion
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En el otro sentido, desde el médulo principal hacia la GUI, el formato de
comunicacion es distinto y se acomoda a enviar la mayor cantidad posible de
datos en una misma cadena. Como se ve en la Tabla 2.2, el primer byte contiene
el ID del médulo principal al cual se le suma un offset dependiendo de la tarea
a la que quiera referirse. Adjunto a este ID, se incluyen los datos recibidos de
los sensores y un checksum.

Tabla 2.2: Marco utilizado para la comunicacion de datos desde el modulo principal
hacia la GUIL

Byte 0 1-2 3 4-8 9
Descripcién | ID+Tarea | Potencia | Temp amb | Datos | Checksum

Los bytes de ID+Tarea se definieron como:

0x62: finalizacién de irradiacién

0x51: finalizacién de posicionamiento

0x60: comunicacién debido al temporizador de monitorizacién de variables

0x70 + Offset: Lectura de una columna de pixeles del sensor infrarrojo

0x01: Parada fuera de lo normal, si se dan unas condiciones no nominales
o se pulsa el botén de parada.

En caso de contener un ID de lectura de pixeles del sensor infrarrojo, el
contenido de la cadena es distinto: se eliminan los datos de los sensores y se
introducen los 8 bytes de los 8 pixeles en su lugar, como se indica en la Tabla
2.3. Por cada monitorizacién del sensor, se comunicaran 8 columnas.

Tabla 2.3: Marco utilizado para la comunicacion de pizeles de la camara termogrdfica
desde el mddulo principal hacia la GUL

Byte 0 1-8 9
Descripcién | 0x70+4columna | Pixeles 0 a 7 | Checksum

2.1.3. Software

Para el control del equipo por parte del usuario fue necesario implementar
dos interfaces gréficas, una para la planificacién del experimento, y otra para su
ejecucion.
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Las dos interfaces gréficas de usuario se desarrollaron utilizando Processing
y son la interfaz de planificacién de experimentos y la interfaz de control de
experimentos (Processing Foundation, 2023).

GUI de planificacion

En esta aplicacion se lleva a cabo la planificacién del experimento aplicando
las condiciones a cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Esta GUI se puede ver en
la Figura 2.26. Cada circulo representa un pocillo, identificado con su etiqueta
correspondiente (letra, ntimero), y cada circulo funciona como un botén. El
usuario puede introducir los pardmetros del experimento (potencia irradiada y
tiempo) en los cuadros de texto del lateral derecho y, al hacer clic sobre un
pocillo, los pardametros introducidos quedan aplicados a ese pocillo en concreto.

Tiempo

10:00

Potencia

®®
®®
®e6

;

PEOEOEROER

®eeeOOe®
®OCAROOE®®
@OCeAOO®
®OOAOOO®®
@OCeEAO®E®
@OCAROA®OE®®
OORROOB®
POCERO®E®®
@O

@6

@606

Figura 2.26: GUI de planificacion.

Opcionalmente, se puede hacer clic sobre varios pocillos manteniendo los
mismos pardametros. Ademads, se afiade un sistema de identificacién y de orden
de procesamiento.

La identificacién se lleva a cabo aplicando un color de relleno al pocillo. De
esta forma, los pocillos con distintos pardametros pueden marcarse con un color
distinto para reconocerlos rapidamente.

El orden de procesamiento se indica en otro cuadro de texto y se denomina
prioridad. Si varios pocillos tienen el mismo niimero asignado, la irradiacién se
lleva a cabo empezando por el Al hasta A12, después Bl hasta B12, etcétera.
Sin embargo, al aplicar un numero distinto, este orden se altera para irradiar
primero los pocillos marcados con un 1, después el 2, y asi sucesivamente.

Por ultimo, la GUI dispone de un botén de carga y otro de guardado. Me-

84 de 194



Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

diante el botén de guardado, el usuario puede generar un archivo de texto con
la planificacién que ha llevado a cabo. El formato de este archivo es:

= START (Inicio)
= Pardmetros del experimento
e ID del pocillo, tiempo, irradiancia, color y prioridad

» EOF (Final del archivo)

En el cédigo a continuacién se puede observar como ejemplo un archivo de
configuracién donde se irradian los pocillos B2, B4 y B6 con 2 W/em? durante
10 minutos, y se anaden los controles B10 y E10 sin irradiar pero marcados con
distinto color, para distinguir las condiciones del control.

START
B2,10:00,2.0,1b10,pr1
B4,10:00,2.0,1b10,prl
B6,10:00,2.0,1b10,pr1
B10,00:00,0.0,1b13,pr2
E10,00:00,0.0,1bl4,pr2
EOQF

Con el boton de carga, la GUI de planificacién lee el archivo anteriormente
generado y aplica la configuracién a la representacién de los pocillos, de forma
que el usuario puede llevar a cabo modificaciones sin volver a empezar de cero.
Otra ventaja que tiene este sistema es que se puede usar para visualizar las
condiciones de los experimentos en cualquier momento.

GUI de control de experimentos

La segunda aplicacion es la que se conecta con el sistema mediante un puerto
serie virtual (generado al conectar el USB del médulo principal) y comunica los
comandos al médulo principal. Su apariencia inicial se puede ver en la Figura
2.27. En esta GUI, mediante el botén LOAD, se puede cargar el archivo de pla-
nificacién generado anteriormente y llevar a cabo los experimentos configurados.

Esta GUI tiene tres funciones:

= Recepcién y muestra de los datos: la GUI recibe las variables leidas por el
moédulo principal y las muestras de forma continua, una vez se ha hecho
efectiva la conexion.
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Figura 2.27: GUI de control de experimentos en su estado inicial.

= Atencion a las acciones del usuario: la GUI comprueba dénde hace clic el
usuario y lleva a cabo las acciones correspondientes a los botones si estos
estan habilitados.

= Mdquina de estados finitos, representada en la Figura 2.28. El proceso de
llevar a cabo un experimento se controla transicionando entre los siguientes
estados:

Estado de preparacién (IDLE_S). En este estado, la dnica accién
disponible es la conexién de la GUI al sistema mediante el puerto
serie virtual para habilitar la comunicacién (COM), y leer un archivo
de planificacién de experimentos (LOAD).

Estado de carga (LOAD_S), al cual se entra cuando la comunicacién
por puerto serie es efectiva y el archivo de planificacién se ha cargado
en la GUI. Aqui, los botones ZERO y HOME estan habilitados para
enviar estos comandos al sistema de posicionamiento. Ademads, se
activan los botones START (inicio) y NEXT (siguiente). El botén
de inicio movera la maquina de estados al siguiente estado, mientras
que el botéon NEXT omitird el experimento para el siguiente pocillo
al que se hubiese llevado a cabo, saltando a la siguiente linea en el
archivo de planificacién.

Estado de inicio (START_S). En este estado el sistema y la GUI em-
piezan a operar sin necesitar més acciones por parte del usuario. Los
parametros para el siguiente experimento se recogen del archivo y se
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introducen en marcos de comunicacion para ser enviados por el puer-
to serie al médulo principal. Si no hay un siguiente experimento la
maquina de estados vuelve al estado de preparacion. Aqui, los boto-
nes LOAD, START, NEXT, ZERO y HOME quedan deshabilitados

para evitar enviar comandos contradictorios accidentalmente.

e Estado de posicionamiento (POS_S): la GUT envia el comando de po-
sicionamiento al sistema, y espera a recibir la bandera de finalizacién
(POSITION OK). Después, pasa al estado de irradiacion.

e Estado de irradiacién (IRR-S): la GUI envia los pardmetros de irra-
diacidn al sistema y espera a recibir la bandera de finalizacién (TIME
END), tras lo cual vuelve al estado de inicio.

Mediante el accionamiento del botén de STOP, o del botén de parada
integrado en el equipo que lanzard la bandera de parada no nominal, la
méquina de estados se reinicia en cualquier momento al estado de prepa-
racién.

COM & LOAD

T Y
\\ ) _7___,//

POSITION OK

Figura 2.28: Mdquina de estados implementada en la GUI de control de experimentos.
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2.1.4. Experimentos de validacion

Se llevaron a cabo dos fases de validacién: primero, una fase de calibracion
y prueba de concepto mediante nanoparticulas suspendidas en agua, y después
una validacion in vitro con células de varios tipos.

2.1.4.1. Calibracién y prueba de concepto

Para el experimento de validacién se utilizé una suspension a 5.4 mmol de
nanoestrellas de oro en agua destilada. Primero se hicieron dos experimentos
con 200 uL de la suspensién de stock, irradiando ambas muestras a 4 W/em?
durante 5 minutos y midiendo las curvas de temperatura mediante la cdmara
termografica integrada en el sistema y un medidor de temperatura mediante
fibra 6ptica FTC-DIN-GT-ST-LNY2 de Photon Control. Con los resultados
obtenidos se pudieron calibrar la cdmara termografica y los modelos in silico
que se describirdn mas adelante.

Después, se irradiaron cuatro suspensiones de 200 uL. a 5.4 mmol a 4, 2, 1 y
0.5 W/em? durante 5 minutos cada una, midiendo la temperatura nicamente
con la cdmara termografica y obteniendo distintos maximos de temperatura al-
canzada. Finalmente, se irradiaron dos suspensiones de 200 pyL a 2.7 y 1.35 mmol
a 2 W/em? durante 5 minutos cada una, midiendo de nuevo la temperatura. Los
resultados obtenidos se pusieron en comiin con las temperaturas calculadas por
los modelos in silico.

2.1.4.2. Experimentos de viabilidad celular

Para los experimentos de viabilidad celular se utilizaron dos tipos de células
distintos, uno proveniente de células de céncer cérvico-uterino (HeLa) y otro
proveniente de melanoma (SK-MEL) (Lyapun et al., 2019; Umar et al., 2020).

Cultivo celular

Las células HeLa se cultivaron a 37 °C en aire humidificado con COy (5
vol %) en medio minimo esencial de Eagle modificado segin Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino (10 vol % FBS) y penicilina/estreptomicina
(1 vol %, 10000 unidades de cada por mL). Después de 24 horas de incubacion,
las células se enjuagaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), y
se despegaron con tripsina en PBS (0.2 vol %). Finalmente las células HeLa se
cultivaron en placas de 96 pocillos en una densidad de 2- 103 células por pocillo
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con DMEM durante otras 24 horas antes del tratamiento.

El proceso fue idéntico para las células SK-MEL, excepto que requirieron de
mayor tiempo de incubacién para alcanzar la misma densidad.

Preparacion de las nanoestrellas de oro

Se parte de nanoestrellas de oro obtenidas por el método de crecimiento sem-
brado (Guerrero-Martinez et al., 2011; Minati et al., 2014) esterilizadas en luz
ultravioleta durante 20 minutos para asegurar que no existen agentes biolégicos
que puedan contaminar los cultivos celulares. Después se prepara una disolucion
de nanoparticulas utilizando la mitad del volumen de stock y la mitad de agua
destilada, logrando una concentracion final de 2.7 mmol. Partiendo de 1 mL de
esta disolucion, las nanoparticulas de oro se lavaron dos veces con agua destilada
mediante centrifugacién (20 minutos a 9500 rpm) y redispersion.

Ezperimentos de citotoxicidad

Se utilizaron células HeLa y SK-MEL para encontrar el rango de concentra-
cién de nanoparticulas en el medio de crecimiento que no producirian efectos
toxicos antes de aplicar el tratamiento de hipertermia.

Para ello, las células en DMEM se trataron con suspensiones de nanoparticu-
las alcanzando concentraciones entre 25 y 200 pug/mL y dejdndolas expuestas
durante media hora. Pasado este tiempo, se lavaron las células con PBS y DMEM
y se dejaron crecer por otras 24 horas en las mismas condiciones que durante su
cultivo. Esto se hizo con 16 muestras por cada concentraciéon de nanoparticulas
y se anadieron otras 16 muestras como control sin nanoparticulas.

Las medidas de citotoxicidad se llevaron a cabo pasadas las 24 horas de
la exposicién de las células al tratamiento, mediante un ensayo colorimétrico
de actividad metabdlica celular usando MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann, 1983).

Ezxperimentos de exposicion al ldser

Los experimentos de hipertermia en las células HeLa se hicieron por tripli-
cado, variando la concentraciéon de nanoparticulas y el tiempo de irradiacién
aplicados, y manteniendo constante la irradiancia (4 W/em?). Se llevé a cabo
un control de irradiacién sin nanoparticulas para confirmar que la exposicion al
laser no tiene efecto sobre la viabilidad celular.

Las células se trataron con la suspensién de nanoparticulas y DMEM en
concentraciones de 10 a 100 ug/mL y se irradiaron durante 5, 10 y 15 minutos.
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Una vez finalizados los experimentos, se lavé el medio celular con PBS y DMEM
y se dejaron en condiciones de cultivo. La viabilidad celular se midié 24 horas
después del tratamiento con el ensayo de MTT.

Los experimentos con células SK-MEL se llevaron a cabo con los mismos
pasos pero sélo una unica vez debido a la falta de nanoparticulas de la misma
sintesis, ya que se consideré que la variabilidad entre distintas sintesis podia
alterar el resultado.

2.2. Resultados y discusion

A continuacién se presentaran los resultados hallados en un orden conforme
a la metodologia.

2.2.1. Electrénica y control

Se llevé a cabo el diseno y la fabricacién de las placas de circuito de cada
moédulo, que se mostrardn a continuacién.

2.2.1.1. Modbdulo de control del laser

El esquemético final del médulo se puede ver en la pagina 92. A partir de
este se disend la placa de circuitos la Figura 2.29. La fabricacion del médulo dio
lugar al circuito que se puede ver en la Figura 2.30.
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Figura 2.29: Diserio de la placa de circuito impreso correspondiente al modulo de con-
trol del ldser.

Figura 2.30: Implementacion del modulo de control del ldser.
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Teniendo en cuenta la corriente méaxima nominal del ldser LDM-0808-500m-
92, de 600 mA, la prueba de funcionamiento se llevé a cabo hasta ese limite.
Con los datos obtenidos se generé la Tabla 2.4, que relaciona el nivel de tensién
tedrico a la salida del DAC con la corriente tedrica que deberia circular, y con
la corriente a través de la resistencia de sensado calculada a partir de la caida

de tensién medida en esta.

Tabla 2.4: Medidas tomadas durante la prueba de funcionamiento del mddulo de control

del laser.
Referencia tedrica (mV) | Corriente tedrica (mA) | Corriente calculada (mA)
0 0 0
125 50 50,18
250 100 104,8
500 200 209,45
747,5 299 314,91
875 350 368
1125 450 472,72
1500 600 631,27

Con estos datos se genera la grafica de la Figura 2.31, en la que se puede
observar que la discrepancia en la medida se debe a un error en la ganancia del
sistema. Este error se calibré anadiendo un factor de multiplicacion al firmware.

700

600

500

400

Corriente salida (mA)

—@—Teorica (mA)

200 300 400

Corriente seleccionada (mA)

500

—0— | calculada (mA)

Figura 2.31: Comparativa de la corriente que deberia circular por la resistencia de
sensado con la corriente calculada a partir de la medida de caida de tension.
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Después se llevé a cabo la medida de Vproro dando lugar a los datos de la
Tabla 2.5, en la que se relaciona la corriente tedrica (I) y la potencia radiada
tedrica (P), considerando una eficiencia dada por (2.5) (Montes-Robles et al.,
2017), con la tensién medida a la salida del amplificador operacional.

P=1,07-1-0,2 (2.5)

Tabla 2.5: Medidas tomadas durante la prueba de funcionamiento del mddulo de control
del ldser.

Corriente tedrica (mA) | Potencia tedrica (mW) | Vegoro
o0 0 0,002
100 0 0,22
150 0 0,62
200 14 1,03
250 67,5 1,43
300 121 1,825
350 174.5 2.118
400 228 2,206
450 2815 2,265
500 335 2,31
550 388.5 2,36
600 442 2.4

Como se puede observar en la representacién grafica de los datos de la Fi-
gura 2.32, la evolucion de la medida de Vpyoro cambia a partir de cierta
potencia radiada, alrededor de 175 mW tedricos. Es comtn que los fotodiodos
experimenten saturacion con relativamente altas potencias incidentes, como es
el caso. Ademsds, en el espectro infrarrojo cercano se da la mayor sensibilidad
por parte de estos semiconductores, por lo que la posibilidad de saturacién se
magnifica (Mangold et al., 2013).

Dados estos datos y calibraciones se pudo implementar en conjunto con la
GUI y el médulo principal un sistema de control de potencia del ldser. Los datos
obtenidos del fotodiodo sirvieron para conocer la salud del diodo laser, ya que
la potencia radiada de este disminuia con el desgaste, y asi poder sustituirlo
cuando la diferencia con la potencia requerida era demasiado grande.
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Figura 2.32: Medida de Vpuoro en relacion a la corriente a través del diodo ldser.

2.2.1.2. Moddulo de control de posicién

El diseno de este médulo se llevé a cabo mediante bloques. En la pagina 97
se puede ver el esquematico de bloques principal. Después, en la pagina 98 se
encuentra el bloque de microcontrolador, MCU, que compone el bloque central
del sistema al encargarse de controlar el resto de las partes. En la pagina 99
se anade el diseno del bloque de comunicacion, con un conector para el puerto
12C y un integrado FT232RL que permite la comunicaciéon del médulo mediante
USB para su programacion y calibracién (FTDI Chip, 2023). Finalmente, en la
péagina 100 se encuentra el diseno del bloque de drivers, donde se lleva a cabo
la conexién de los médulos A4988.
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Figura 2.33: Diserio de la placa de circuito impreso correspondiente al médulo de con-
trol de posicidn.
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Figura 2.34: Implementacion del modulo de control de posicion
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Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

El diseno de la placa de circuito correspondiente a estos esqueméticos dio
lugar al resultado que se puede ver en la Figura 2.33. Finalmente, el resultado
de la fabricacion de este médulo se puede ver en la Figura 2.34.

Mediante la medida de los pasos necesarios para llegar a los puntos definidos
en la plantilla de calibracién se interpold la posicién de todos los pocillos, como
se puede ver representado en la Figura 2.35.

14000 ; ; . . . . . .
& (8] O o] e} C ) (o] C o] b
12000 o ]
10000 ]
>
[i+) s} O - -
2 © ¢ 0o 0 0o 0 ©o 0 ©o o o
@ 8000 ]
2 .
[v]
o
6000 [ ]
Q o ] o ] o o (o]
4000 | o o o o |
Q [a] [e] 8] o o} o o o] o] o] ]
2000 : ' ' ' : ' ' '
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Pasos eje X %10*

Figura 2.35: Resultados de la calibracion de la posicion de los pocillos respecto al origen
de coordenadas. Cada punto representa el centro de un pocillo.

A pesar de esta calibracion, durante las pruebas no se irradiaba exactamente
el centro del pocillo en pocillos intermedios, pero si en aquellos medidos, por
lo que se puede suponer que existe algun error en el sistema debido a toleran-
cias mecdnicas o a la interpolacién, que hace que los pasos calculados no den
lugar a un centrado perfecto en todos los pocillos. Sin embargo, no era un error
suficientemente grande para considerar que fuese a afectar a los resultados.
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Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

2.2.1.3. Moddulo de control de temperatura

El esquemético correspondiente al médulo de control de temperatura se pue-
de ver en la péagina 103. El diseno de la placa de circuito correspondiente se

encuentra en la Figura 2.36. El resultado de su fabricacion se puede ver en la
Figura 2.37.

GND Heat FSh

Control
(0]
o

Figura 2.36: Diserio de la placa de circuito impreso correspondiente al modulo de con-
trol de temperatura.

Figura 2.37: Implementacion del modulo de control de temperatura.
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Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

El transistor correspondiente al circuito del calefactor se llevé mediante ca-
bles hasta un disipador, para asegurar que no se llegase a sobrecalentar. Me-
diante la prueba de funcionamiento se extrajo la tabla de valores digitales que
se puede observar en la Tabla 2.6, corroborando la funcionalidad del diseno.

Una vez implementado todo el equipo, este mdédulo fue suficiente para elevar
la temperatura de la cAmara termostatica a una referencia de 37 °C. La tempe-
ratura medida variaba entre 36 y 38 °C debido al control de tipo conmutado y
la inercia térmica del conjunto.

Tabla 2.6: Funcionamiento de las entradas/salidas del mddulo de control de tempera-
tura.

Entrada Calefactor

Entrada Ventilador

Salida Calefactor

Salida Ventilador

X
0
1

0
1
1

0
0
1

0
1
1

2.2.1.4. Mébdulo principal

El esquematico del médulo principal se puede encontrar en la pagina 106.

Su disefio en placa de circuito impreso se representa en la Figura 2.38. El
resultado tras su fabricacién se puede ver en la Figura 2.39.

Mediante una prueba de funcionamiento general se pudo demostrar que el
modulo principal era capaz de recibir los comandos programados desde la GUI y
ejecutarlos, mientras que a su vez era capaz de monitorizar y solicitar los datos
de los sensores del sistema y comunicarlos a la GUL
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Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

Figura 2.38: Diseno de la placa de circuito impreso correspondiente al modulo princi-
pal.

Figura 2.89: Implementacion del modulo principal.
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Capitulo 2. Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro

2.2.2. Estructura

La fabricacién de la estructura finalizé resultando en un encapsulado como
se ve en la Figura 2.40.

Figura 2.40: Encapsulado del equipo al finalizar el corte de piezas y tras el ensamblaje
de las partes bdsicas.

Sobre esta estructura se situd, en primer lugar, el sistema de posicionamiento
en la parte superior, junto con el sistema de control de temperatura ambiente,
como se ve en la Figura 2.41.

Después, se incorporaron en la parte inferior del equipo los médulos electréni-
cos, como se ve en la Figura 2.42. Se anadié una fuente ATX para la alimentacién
del sistema.

Para finalizar, se anadieron a la estructura las tapas restantes. Sobre la
parte superior se situaron el médulo de camara infrarroja y el soporte del laser,
quedando terminada la construccién del equipo como se ve en la Figura 2.43.
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Figura 2.41: Incorporacion del sistema de posicionamiento y el mdodulo de control de
temperatura ambiente en el equipo.

Figura 2.42: Incorporacion de los mddulos electronicos, conectores y fuente de alimen-
tacion al equipo.
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Figura 2.48: Montaje final del equipo.
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2.2.3. Software

Se generd un archivo ejecutable para la versién final de las interfaces gréficas
de usuario desarrolladas. Después, se llevaron a cabo las pruebas de funciona-
miento conforme al desarrollo normal de los experimentos.

En primer lugar, la GUI de planificacién de experimentos fue utilizada para
generar los archivos correspondientes a la planificacién de los experimentos cuyo
resultado se detallard mas adelante.

Después, la GUI de ejecucion de experimentos pudo ser utilizada para lle-
varlos a cabo, ademéds de poder visualizar las variables medidas por los sensores
y la imagen de la cdmara termografica, como se puede ver en la Figura 2.44.

© Guliac - X

comneer -
comvio [N
coweer [ NEXT |

Power: 4.0 W/cm2

B

(O HeatON

(®) Heat OFF
PEPEAPEEEO OO
OJOROX - JORORORORORTRTRTIRS:
OOOOOOE OO Qs
OO ®®®®® &) no
QNONONONONONORORONTRIN T iﬁiéi-
QEONONONONORONONON DR IR T] e
PP O |
©OEOEOEEE®EEEEE|

Figura 2.44: Interfaz grdfica de usuario de ejecucion de experimentos durante el proceso
de irradiacion de muestras, mostrando el pocillo irradiado actualmente, los restantes
planificados, la temperatura ambiente, la corriente a través del liser y su potencia
equivalente, y el mapa de calor extraido de la cdmara termogrdfica, ademds de los
pardametros de irradiacion y el tiempo restante.

2.2.4. Experimentos con nanoparticulas

Los resultados de las medidas de temperatura variando la irradiancia sobre
nanoestrellas de oro se pueden ver en la Figura 2.45. Aqui, se comparan con los
resultados de las simulaciones (detalladas en los siguientes capitulos).
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55

50 4

45 -

40

Temperatura(°C)

—S— Experimental 4 W/cm?
—£— Simulacion 4 Wicm?
Experimental 2 Wiem?
—&—Simulacion 2 Wiem? e
=— Experimental 1 W/cm?
Simulacion 1 Wiem?
—©&— Experimental 0.5 W/cm?

—&— Simulacién 0.5 W/cm?

25

100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 2.45: Evolucion de la temperatura en irradiaciones experimentales y simuladas
de muestras de nanoestrellas de oro en una concentracion de 5.4 mmol y una irradian-
cia variable entre 0.5 y 4 W/cm?.

En los primeros segundos se puede observar que la temperatura decrece: esto
se debe a que la temperatura registrada por la camara termografica integrada
en el equipo corresponde al pixel més caliente, que en estos casos se trata del
pocillo contiguo y anteriormente irradiado.

Tras este experimento se llevaron a cabo las irradiaciones de muestras de
distintas concentraciones con una misma irradiancia, cuyo resultado se puede
ver en la Figura 2.46.
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45
| —&— Experimental
407 | —&— simulacion ey 'L;:g}—_:—'é'-‘--_—é:_é
35 ﬁ}z%f-é*‘% '
.-é-‘;"g:___h
30 75 ___(ﬁ______,f@r" = (a)
25 T T T T T T
O 45-
Q iy
— ___;3__ = _e,__——t;
g 407 T o i
T 351 e
S o2
o 30 R
£ o (b)
2 25 . . . . . .
45
401 E—o—)
G0 % o
35 a5
é’.’_@_,—-"@." T
30
oo (c)
25 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 2.46: Evolucion de la temperatura en irradiaciones experimentales y simuladas
de muestras de nanoestrellas de oro con una irradiancia de 2 W/em? y concentracidn
(a) 5.4 mmol, (b) 2.7 mmol y (c) 1.85 mm

Estos resultados muestran que existe un rango intermedio de concentraciones
en los que el aumento de temperatura es mayor. Se puede razonar que esto
se debe a que, a altas concentraciones, la potencia del ldser es absorbida casi
totalmente en los primeros milimetros de la muestra, un lugar en el que también
es mas eficiente la disipacién de calor hacia el aire. Aun asi, se puede concluir
que el rango de temperaturas requerido para la terapia fototérmica puede ser
alcanzado al usar el sistema desarrollado.
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2.2.5. Experimentos de viabilidad celular

2.2.5.1. Células HeLa

En primer lugar se estudié la citotoxicidad que producen distintas concen-
traciones de nanoparticulas sin irradiaciéon laser sobre células Hela, como se
puede ver en la Figura 2.47. Los resultados muestran que una concentracion
entre 25 y 75 pg/mL resulta en una toxicidad nula, y en una toxicidad limitada
a 100 pg/mL. Concentraciones mds altas producen una alta toxicidad, por lo
que no seran adecuadas para la terapia fototérmica.

120 ~

100 -

80

60

40

20 -

0 4
25 50 75 100 150 200

c{ug mL?)

Viabilidad celular (%)

Figura 2.47: Citotoxicidad de las nanoparticulas sobre cultivos de HelLa.

Cuando se irradian los cultivos tratados con nanoparticulas en concentra-
ciones no téxicas, se halla una muerte celular poco relevante cuando las con-
centraciones estdn entre 10 y 25 ug/mL, y se comienza a percibir a 50 pug/mL.
Con 100 pg/mL se puede considerar que la muerte celular es muy alta. Estos
resultados se resumen en la Figura 2.48.
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120 1

100 A
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Figura 2.48: Citotoxicidad del tratamiento fototérmico sobre células HeLa.

2.2.5.2. Células SK-MEL

Para las células SK-MEL los resultados son similares. Se halla una completa
viabilidad de las muestras cuando se aplican concentraciones de 25 pg/mL sin
irradiar, junto con una toxicidad reducida a 100 ug/mL. Con 150 pg/mL, la
toxicidad hallada es demasiado grande para su aplicacién en terapia fototérmica,
como se puede ver en la Figura 2.49.

120 A

100 A
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f:" 80 4
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o 60
©
ke
S 40 4
=

20 4

0 "
25 50 100 150

c (ugmt)

Figura 2.49: Citotoxicidad de las nanoparticulas sobre cultivos de SK-MEL.
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En este caso los efectos del tratamiento podrian ser mucho més pronuncia-
dos, hallando una mortalidad celular muy baja a 25 pg/mL. Con 50 ug/mL
la mortalidad es alta, y es casi total cuando se usan 100 pg/mL. Los datos
obtenidos se representan en la Figura 2.50.

100 q
90 A
80 A
70 4
60 A
50 4 25 ug/mL
40 4 m 50 pg/mL
30 ~ 100 pg/mL

20 1
I
0
5 10 15
t (min)

Viabilidad celular (%)

Figura 2.50: Citotoxicidad del tratamiento fototérmico sobre células SK-MEL.

2.3. Conclusiones

Fl sistema resultante del desarrollo de hardware representa un avance sig-
nificativo en la investigacion y experimentacién en terapias fototérmicas. Este
dispositivo programable ofrece una versatilidad excepcional al permitir la selec-
cién de diferentes potencias de ldser, tiempos de irradiacién, posicionamiento
automaético de muestras en una placa de 96 pocillos y control de la temperatura
de la cdmara termostatica. Durante la fase de pruebas en condiciones que simu-
lan su uso real previsto, el sistema demostrd su eficacia al generar resultados
coherentes con las expectativas. Un logro destacable es la reduccién significativa
del tiempo requerido para llevar a cabo multiples irradiaciones en comparacion
al enfoque manual que se utilizaba previamente. Ademads, el prototipo imple-
mentado tiene la capacidad de realizar un seguimiento en tiempo real y registrar
datos de temperatura de la respuesta a la irradiacion, lo que facilita la recopila-
cién y el procesamiento de informacién sobre la reaccién de las muestras. Este
atributo también sentard las bases para el desarrollo de un sistema de control
de la potencia del laser, con el fin de evitar que la temperatura exceda el ran-
go éptimo para la terapia fototérmica, demostrando asi su potencial en futuros
experimentos.

El prototipo se sometié a una serie de pruebas iniciales mediante la irradia-
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cién de suspensiones de nanoestrellas de oro en agua destilada. Estas pruebas
tuvieron como objetivo evaluar el funcionamiento general del dispositivo y su
capacidad para llevar a cabo experimentos adicionales. Durante estas pruebas,
se generaron curvas de temperatura que posteriormente se presentaron en los re-
sultados, lo que permitié obtener un primer conjunto de datos con significancia
cientifica.

Luego de esta fase inicial, se procedié a realizar una serie de experimentos
in vitro, utilizando células HeLa y SK-MEL. Los resultados obtenidos en estos
experimentos arrojaron conclusiones significativas, indicando que el tratamiento
fototérmico tiene la capacidad de eliminar células cancerosas cuando se irradian
muestras tratadas con concentraciones de nanoparticulas de oro en el rango de 50
a 100 pg/mL. Estos hallazgos son de relevancia considerable, ya que sugieren la
eficacia potencial de la terapia fototérmica como un enfoque para el tratamiento
del céncer.

Estas pruebas iniciales han establecido una sélida base para futuras investi-
gaciones y desarrollos en el campo de las terapias fototérmicas. Los resultados
respaldan la prometedora capacidad del dispositivo para probar la efectividad
del tratamiento in vitro. Este avance no sélo ahorra tiempo en el proceso ex-
perimental, sino que también sienta las bases para investigaciones adicionales
destinadas a optimizar el tratamiento y explorar su potencial aplicabilidad clini-
ca.
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Capitulo 3

Modelos de elementos
finitos de nanoparticulas de
oro y su aplicacién in vitro

Las nanoparticulas de metales nobles se llevan usando inadvertidamente du-
rante siglos: se pueden encontrar por ejemplo en los revestimientos de colores
que decoran las cristaleras de las catedrales, datando hasta el ano 500, aproxi-
madamente. En aquel momento los cientificos conocian las propiedades de las
suspensiones coloidales y sus aplicaciones, pero no podian explicar en profundi-
dad el fenémeno que otorgaba un colorido tan especial. Hoy en dia se sabe que
es el producto de la dispersién de la luz incidente en las nanoparticulas, que
han podido ser observadas y caracterizadas bajo microscopia electrénica (Loos,
2015).

Ahora, las nanoparticulas de metales nobles se usan en una gran variedad
de aplicaciones relacionadas con la salud, como son la liberacién de farmacos, la
imagen médica, el diagndstico y la terapia, como el caso de la terapia fototérmica
(Shinde et al., 2022). En esta, destacan por su capacidad de responder desme-
didamente ante estimulos luminicos de una longitud de onda concreta, y que
se puede sintonizar ingeniando una combinacién de geometrias y materiales,
gracias a que estos factores alteran la situacién espectral de la resonancia del
plasmén de superficie (Tian et al., 2022; Terentyuk et al., 2009).

El campo de la plasmonica, basandose en el electromagnetismo clasico, pro-
vee métodos analiticos para calcular los efectos observados en las geometrias
mas simples, siendo capaz de explicar y prever el resultado de su diseno, sin
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embargo, segiin se logran geometrias mas y més complejas cada vez, el método
analitico se vuelve tedioso, haciendo necesario desarrollar nuevos métodos de
calculo, como los numéricos, que los ordenadores pueden manejar sin problema
(Montes-Robles et al., 2022; Sweeney et al., 2018; Mei and Wu, 2017).

De aqui parte este capitulo: en primer lugar se desarrollard un modelo de
elementos finitos de una nanoparticula a partir del cual se calculara, mediante
métodos numeéricos, su respuesta ante estimulos electromagnéticos. Después se
implementard una variacién geométrica del modelo asemejando las nanoparticu-
las utilizadas en la experimentacion in vitro, las NanoEstrellas de oro. Utilizando
los resultados de los célculos, se desarrollard un modelo de suspensién de Na-
noEstrellas de oro en agua que, al ser irradiada por una luz laser, aumentara
su temperatura, de forma que se puede comparar los resultados del modelo con
las medidas realizadas durante la experimentacion. De esta forma se pretende
obtener una serie de herramientas que permitan predecir el resultado del ex-
perimento antes incluso de tener que sintetizar las nanoparticulas, ahorrando
los costes temporales y econémicos que conlleva el proceso (Chau et al., 2009;
Jauffred et al., 2019).

3.1. Metodologia

A continuacién se van a desarrollar los fundamentos de la plasménica que
permiten comprender la metodologia utilizada y, de paso, el fenémeno de la
resonancia de plasmoén de superficie y sus implicaciones.

3.1.1. Introduccién al cilculo de la respuesta plasmoénica

Comenzaremos esta seccién recordando que la luz puede ser descrita co-
mo un campo electromagnético, lo cual significa que la magnitud de sus campos
eléctrico (g) y magnético (B) en cualquier punto puede ser descrita conociendo
unicamente su fuente, siempre y cuando no sea alterada por otros campos, como
Maxwell desarrollé en su teoria electromagnética resultando en cuatro ecuacio-
nes diferenciales parciales que constituyeron el electromagnetismo clésico en la
década de 1860. Con esto Maxwell no solo logra describir el comportamiento de
la luz visible, sino también de todo el espectro electromagnético.

Las ondas que describe Maxwell son transversales a la direccién de propaga-
cién de las mismas, implicando que la onda se propaga en un eje de coordenadas
v los campos estan definidos en los otros dos, como se observa en las ecuaciones
(3.1) y (3.2) para los campos eléctrico y magnético, respectivamente, si se con-
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sidera que la onda se estd propagando en la direccién positiva de & (Saleh and
Teich, 1991).

E(z,t) = Eo cos (2;“ - 27rft> g (3.1)

Bz, 1) = By cos <27A”” - 27rft) 3 (3.2)

Esto es cierto en el caso de una onda polarizada. Cuando la onda viene de
multiples fuentes, como en una bombilla con un filamento caliente cuyos dtomos
generan luz, el resultado serd la combinacién de las ondas individuales, dando
lugar a una onda cadtica, que cambia rapidamente su direccién de polarizacion,
es decir, los ejes ¢ y Z rotaran alrededor de Z.

Ahora bien, cuando una luz interactia con la materia se observan efectos
generalmente conocidos, como reflexion, refraccion o dispersion, y cabe tener
presente que estos efectos ocurren para el resto del espectro electromagnético.
La forma clasica de calcularlos consiste en tratar a la materia como un set
de particulas cargadas, estudiando el campo electromagnético a su alrededor,
yva que los campos eléctrico y magnético incidentes produciran fuerzas en los
electrones de los dtomos que los hardn oscilar (Palik, 1997; Fox, 2001). Para
simplificar el andlisis, en lugar de tratar a los electrones como cargas individuales
estos se agrupan en una nube denominada el plasmoén, con una densidad de
carga concreta. De aqui nace la plasménica, un estudio que ha sido ampliamente
desarrollado con anterioridad (Maier, 2007).

En lugar de replicar este desarrollo, se indicard tnicamente lo esencial: se
puede hallar una constante, caracteristica del material que se esta estudiando,
que describe la oscilacién de la nube de electrones a una velocidad angular,
denominada la frecuencia del plasma, y como se indica en la ecuacién (3.3).

TL€2

= e (3.3)

w. =
Eom

2
p

Donde las caracteristicas del material se reducen a un niimero (n) de particu-
las cargadas (electrones, e) con una masa individual efectiva (m) y se relaciona
con la permitividad del vacio (g¢). Cuando esta constante se introduce en las
ecuaciones de Maxwell, se encuentra que la funcién dieléctrica del material (¢)
es una funcién de su frecuencia del plasma, su capacidad de amortiguamiento
de la oscilacién (7y) y la frecuencia de la onda electromagnética incidente, como
se expresa en (3.4).
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2
“p

- — 3.4
w? + iyw (34)

ew)=1

Donde i es el operador imaginario. Esta ecuacién, que es comtinmente llama-
da el Modelo de Drude, realiza un planteamiento simplificado aproximando un
material metdlico como un dominio homogéneo. Ahora la ecuacién (3.4) pue-
de separarse en sus partes real (3.5) e imaginaria (3.6), aplicando la relacién

T=1/7.

w2r?
w2r?
) (36)

Cada parte cambia con las propiedades del material. Normalmente, en el
espectro visible o cercano, la parte real es la predominante, pero en metales
nobles, debido a transiciones interbanda de las cargas que ocurren en esas fre-
cuencias, €5 se incrementa, rompiendo el modelo en las medidas experimentales
(Johnson and Christy, 1972), y la absorcién predomina sobre la reflexién y la
transmisién. Si tomamos un material como una pelicula gruesa de oro el pico
se encuentra en el azul, por lo que cuando se ilumina con una luz blanca el
azul se absorbe mayoritariamente y su aspecto es su amarillento caracteristico
(Kolwas and Derkachova, 2020). Este es el caso para materiales gruesos, donde
la oscilacién producida se amortigua y se dispersa en su relativamente vasto
volumen, sin embargo, cuando se trata de una nanoparticula esta oscilacion se
ve confinada en un pequenio volumen y ocurren otros efectos, que se describirdn
a continuacion.

3.1.2. El caso de la nanoparticula

Cuando una nanoparticula se encuentra en un campo electromagnético de
una longitud de onda mucho mayor al tamano de esta, se puede hacer una
simplificacién considerando que la fase de la onda que va a incidir en la nano-
particula es la misma en cada oscilacién, como se representa en la Figura 3.1,
por lo que el andlisis se realiza para un campo electrostatico. Esta aproximacion
funciona bien para particulas de un tamano menor a 100 nm en diametro.

Supdéngase una esfera de radio a¢ en un campo eléctrico uniforme y estédtico
= FEyZ, situada en un medio no absorbente con una constante &,,. Se puede
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Figura 3.1: Para una nanoparticula de un radio menor a la longitud de onda de la luz
incidente el andlisis se puede simplificar como un problema electrostdtico, ya que la
intensidad del campo en toda la nanoparticula es aprorimadamente la misma.

encontrar una solucién para la ecuacién de Laplace del potencial V2® = 0, a
partir de la cual el campo eléctrico E = —V® también puede resolverse. Este
problema tiene una solucién de forma general, una vez considerada la existencia
de simetria azimutal, expresada en (3.7).

oo

B(r,0) =3 [Alrl + Blr-<l+1>} Py(cos(8)) (3.7)
=0

Que corresponde a la solucién de la ecuacion en derivadas parciales mediante
separacién de variables, dando lugar a la serie A;r! + B;r—(+1) para el término
r-dependiente y al polinomio de Legendre del coseno de 6 para el término 6-
dependiente, ya que toma la forma de una ecuacién diferencial de Legendre
(Willets and Duyne, 2007).

Para terminar de resolver el problema se deberan establecer unas condiciones
limite que permitan calcular los coeficientes A y B. La esfera se puso en un medio
con constante dieléctrica ¢,,, donde antes existia un campo eléctrico homogéneo.
Si la esfera tiene una constante dieléctrica ¢ distinta ocurrird una induccién
de corriente en su superficie, y el campo eléctrico dejard de ser homogéneo.
Entonces, este caso se debe estudiar para los campos eléctricos dentro y fuera
de la esfera, definiendo (3.8).

Ei=-V®, y Eo= -V, (3.8)

Donde se aplican las condiciones (3.9) y (3.10).
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V20, =0 para (r<a (3.9)
V20, =0 para (r>a) (3.10)

~

En la frontera los potenciales se deben igualar, por lo que las relaciones
(3.11) y (3.12) deben ser ciertas para r = a.

By = Dy (3.11)
00,  0d,

Adicionalmente, a mucha distancia de la esfera el campo eléctrico serd to-
davia el campo inicial sin perturbar, asi que se aplica (3.13).

lim ®5 = —Eyr cos(¢p) = —Fpz (3.13)

r—00

Estas son las condiciones de frontera necesarias para hallar los coeficientes
de la solucién, de forma que los resultados para los potenciales son (3.14) para el
potencial interno y (3.15) para el potencial externo, que satisfacen las ecuaciones
en derivadas parciales y las condiciones de frontera.

3em
by = —EJmeEOT cos 0 (3.14)
£E—Em 5c0s 0
@2 = —E()’I" cos 0 + e+ QEm E(]a 7‘2 (315)

Se puede ver que (3.15) describe la superposicién de dos términos: uno es
el campo eléctrico aplicado, y el otro corresponde a un dipolo localizado en el
centro de la particula y que es proporcional a la magnitud de Fjy teniendo en
cuenta su geometria con el término a3. De aqui se puede extraer la polarizabi-
lidad compleja (3.16) de la particula esférica.

3 €E—Em

o =4ra® ——
€+ 2,

(3.16)

Cuando se grafica la polarizabilidad en funcién de distintos niveles de energia
aplicados en forma de campo eléctrico, es decir a diferentes longitudes de onda,

126 de 194



Capitulo 3. Modelos de elementos finitos de nanoparticulas de oro y su
aplicacién in vitro

esta sufre una amplificacién resonante solo cuando (3.17) es aplicable (Park,
2009).

Rle(w)] = —2em, (3.17)

Esto pone de manifiesto la importancia de la funcién dieléctrica del entorno.
Cuando &, se incrementa, la longitud de onda de la resonancia también se
incrementa. Ademas, la frecuencia de resonancia se ve afectada por la geometria
de la particula. Cuando se incorporan las soluciones de ® en la distribucién del

campo eléctrico E = —V® resultan en (3.18) para el interior y (3.19) para el
exterior.
3e
By =—m 3.18
! €+ 2e,, 0 ( )

32:E0+—3ﬁ(ﬁ-?)—?i

ATEQE M, 73 (3.19)

Esto implica que, en el exterior de la particula, el campo eléctrico no es solo
su valor inicial sino que suma un término que es mayor cerca de la nanoparticula,
por lo que la resonancia en la polarizabilidad también ha causado un aumento
del campo eléctrico. Debido a esto, las nanoparticulas encuentran un campo de
aplicabilidad en dispositivos épticos que se basan en la deteccién de cambios del
campo eléctrico.

Otra de las consecuencias de esta resonancia es que la particula sufre un
aumento de la eficiencia con la que dispersa y absorbe luz, como desarrollaron
extensivamente por Bohren y Huffman (Bohren and Huffman, 1998), resultando
en las ecuaciones de secciones transversales de dispersién (3.20) y absorcién
(3.21) para el caso de la esfera, ademds de otras muchas geometrias simétricas,
donde k = 27/X y X es la longitud de onda del campo incidente.

= Iﬁ%[a]2 (3.20)
USC(Z - 671' .
Oaps = kS[a] (3.21)

Cuando el radio de la particula es mucho menor que la longitud de onda,
la absorcion predomina sobre la dispersién. En el caso de las nanoparticulas de
oro, la absorcién debido al LSPR tiene su pico en el infrarrojo cercano. El LSPR
se ve afectado por la forma, el tamano, el material, las capas y los revestimientos
de las nanoparticulas, asi como el medio en el que se suspende, contribuyendo a
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la funcién dieléctrica y a la polarizabilidad (Boisselier and Astruc, 2009; Jiang
et al., 2012). Asi, ajustando estos pardmetros se puede disefiar una nanoparticula
para absorber mayormente en el infrarrojo cercano (Goncharov et al., 2008;
Hsieh et al., 2016).

Si bien estas son las bases para la implementacién de un modelo, se ha men-
cionado en distintos puntos que se trata de simplificaciones vélidas para metales
nobles e incluso que el Modelo de Drude diverge con las medidas experimenta-
les (Nesterenko, 2022), por lo que actualmente se trabaja con ecuaciones més
extensas o tablas con valores medidos de las variables para hacer el resultado
més exacto (Karpinski et al., 2021; Kheirandish et al., 2020).

3.1.3. Aplicacién al modelo de elementos finitos

En la modelizacién por elementos finitos, el modelo geométrico se divide en
un mallado de elementos no necesariamente uniformes para los que se resuelven
las ecuaciones de Helmholtz para el campo eléctrico (3.22) y magnético (3.23)
discretizadas en el espacio y para una serie de condiciones de frontera previa-
mente definidas (Amirjani and Sadrnezhaad, 2021). Estas ecuaciones usan el
eigenvalor k de la funcién E o H, que al tratarse de ondas corresponde con el
numero de onda.

VPE+KE=0 (3.22)

VZH + k*H =0 (3.23)

La principal ventaja de este método es que las ecuaciones de Helmholtz
aportan una solucién facilmente discretizable (Bayliss et al., 1983; Esterhazy
and Melenk, 2012). La solucién del campo eléctrico en coordenadas esféricas
toma la forma de la ecuacién en (3.24) (Sommerfeld, 1949).

l

E(r,0,¢) =Y Y (mil(kr) + bumyi (kr)) Y™ (60, ¢) (3.24)

=0 m=—1

En esta solucién, j;(kr) y yi(kr) son funciones esféricas de Bessel, y Y, (0, ¢)
los armonicos esféricos, que se calculan como una serie de polinomios, por lo que
se puede observar un claro paralelismo con la solucién (3.7). De la misma forma,
los coeficientes ajy, v by se pueden hallar dadas unas condiciones de contorno.
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3.1.4. Desarrollo de modelos de elementos finitos

A continuacién se va a detallar el desarrollo del modelo de elementos finitos
de una nanoparticula simple, el NanoRod, o nanobaston, cuya forma alarga-
da y simétrica con puntas redondeadas permite comparar la solucién numéri-
ca con la analitica y con medidas experimentales halladas en la bibliografia
(Montes-Robles et al., 2017). Se utilizaran las soluciones en base a la metodo-
logia anteriormente presentada para hallar la capacidad de absorcién de estas
nanoparticulas, directamente relacionada con su capacidad de absorber energia
y liberarla en forma de calor, asi como la perturbacién que es capaz de crear en
el campo eléctrico.

Después, se extenderd este modelo para una NanoEstrella (AuNSt) cuya for-
ma puntiaguda hace los métodos clasicos extremadamente complejos, sin em-
bargo, es de gran interés por su gran eficiencia en la conversién de luz a calor.

3.1.4.1. Modelo del NanoRod

El objetivo de este modelo es calcular la seccién transversal de absorcion, de
dispersion y la perturbacién del campo eléctrico de un NanoRod, la particula
mas simple y no téxica que se ha utilizado en experimentacién, inspirado en
datos y medidas anteriormente realizadas. Este cédlculo se lleva a cabo en la
region del espectro electromagnético que es de interés para la aplicacion, el
espectro visible y cercano al visible, sobre todo el infrarrojo cercano.

Este desarrollo se realiza en el software COMSOL 5.3 (COMSOL, 2023), en
una maquina con un procesador AMD Ryzen Threadripper 3960X de 24 nicleos
y 128 GB de RAM, sobre Windows 10 Enterprise como sistema operativo. Se
utiliza para ello el modulo de radiofrecuencia, que implementa las herramientas
para resolver las ecuaciones de Maxwell, el modelo de Drude, las soluciones de
Mie, entre otros. El andlisis se lleva a cabo en el dominio de la frecuencia.

En primer lugar, el desarrollo comienza con una serie de pasos que son co-
munes para este y el resto de modelos que se describe en el texto, que es la
preparacion de la interfaz grafica de COMSOL, la preparacion del proyecto y la
disposicién de unas geometrias de contorno.

En el siguiente paso, se definen los pardametros de la particula: esto es par-
ticularmente 1til si el andlisis es paramétrico; por ejemplo, se puede calcular
distintos espectros de absorcién para distintas variaciones del radio, la longitud,
y el indice de refraccion del medio, para conocer con mayor exactitud cudles son
los pardametros de la nanoparticula que son més convenientes para su aplicacién.
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Definimos un NanoRod de radio rg de 6 nm. Su longitud se define como dos
veces su radio multiplicado por la relacién de aspecto a,., un nimero arbitrario
que se fij6 en 3.5, dando como resultado una longitud /4, de 42 nm de punta a
punta. Otros parametros importantes a definir fueron el radio de la frontera de
dispersion, que se fijé en 150 nm, y el radio del dominio de la capa perfectamente
ajustada (Perfectly Matched Layer, PML) rpy,;, de 200 nm. La PML, como se
observa en la Figura 3.2, es una capa absorbente artificial que trunca las regiones
computacionales para simular problemas con contornos abiertos.

Yi)(

Figura 3.2: El dominio PML (en azul) evita que las ondas vuelvan reflejadas, simulando
un contorno abierto.

En esta capa, las ondas son completamente absorbidas para evitar que vuel-
van reflejadas; esto fija una de las condiciones de contorno necesarias para la
solucién del modelo. Contrariamente, la frontera de dispersion, que se observa
en la Figura 3.3, limita la region del espacio donde se sitian la particula y el
medio, y define dénde se realizan los célculos de extincion de la luz. Su radio
Tscq S€ fija en 150 nm.
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Z
yLx
Figura 8.3: La capa de frontera de dispersion (serialada en azul) limita la region donde
se realizan los calculos de extincion de luz.

Finalmente, se anade el indice de refraccién del medio n,,.q como constante
1.33, el valor estdndar para el agua, y la irradiancia incidente I,,, de 1 W/em?.
La longitud de onda A;, de esta irradiancia se fija en 532 nm, pero este valor
no es relevante ya que la longitud de onda es el primer pardmetro a variar
para poder calcular la respuesta en el espectro. Los pardmetros introducidos se
encuentran resumidos en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Resumen de los pardmetros introducidos para la modelizacion del NanoRod.

Nombre Expresion Unidad Descripcién
0 6 nm Radio de la particula
Tsca 150 nm Radio de frontera de dispersion
Tpmi 200 nm Radio del dominio PML
Ly 1 W /cm? Irradiancia
Nmed 1.33 1 Indice de refraccién del medio
Nin 532 nm Longitud de onda
ar 3.5 1 Relacién de aspecto
lgnr 219 a nm Longitud del NanoRod

En el siguiente paso se genera la geometria del NanoRod: esta se define como
dos esferas de radio rg en los extremos de un cilindro de radio r¢ y longitud
lgnr — 70+ 2, de forma que la longitud total tiene en cuenta el radio de las esferas.
Las tres geometrias se unen en un solo dominio denominado np, y se eliminan
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las partes de las esferas que quedan dentro del cilindro, dando como resultado
la geometria que se observa en la Figura 3.4.

Figura 3.4: Geometria NanoRod resultante de los pardmetros establecidos

A continuacién, el NanoRod se rodea de una esfera hueca, definida por los
radios de las capas PML y la frontera de dispersién.

Como la geometria a estudiar es simétrica se puede simplificar el cdlculo a un
cuarto del modelo, y después multiplicar el resultado por cuatro, para lograr un
menor coste computacional con un resultado igual. Para ello se corta el modelo
mediante un cubo centrado en el origen de coordenadas y longitud igual al radio
de la capa PML.

El célculo requiere afiadir un plano conductor eléctrico perfecto (Perfect
Electric Conductor, PEC) y un plano conductor magnético perfecto (Perfect
Magnetic Conductor, PMC). Como se va a definir el desplazamiento de la onda
en la direccion positiva del eje y, se define el plano xy como PEC y el plano yz
como PMC.

Para incorporar las propiedades épticas de los materiales que son necesarias
para realizar el cdlculo, COMSOL dispone de una libreria que contiene los datos
obtenidos a partir de fuentes bibliograficas, que fueron determinados experimen-
talmente o aproximados mediante modelos. Se utilizaron las constantes épticas
de H>O halladas por Hale et al. para el medio que rodea a la nanoparticula,
mientras que para esta se utilizaron los parametros del oro definidos por el mo-
delo de Raki¢ et al., ajustado a partir de datos de multiples experimentos y
que son adecuados para el célculo mediante elementos finitos (Hale and Querry,
1973; Rakié¢ et al., 1998).

En los siguientes pasos se debe ajustar las fisicas para el estudio. El modelo
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se resuelve para el campo de dispersién, asi que se anade un campo eléctrico
de fondo (Ey). Se define el desplazamiento de la onda en la direccién positiva
del eje y, por lo que el campo eléctrico se polariza en el eje z, coincidiendo
con el eje longitudinal de la nanoparticula. Este punto es importante ya que la
polarizacién de la nanoparticula es distinta segiin varia su posicion respecto al
campo eléctrico. El campo eléctrico se define segin la ecuacién (3.25).

E, = M (3.25)

C-E0 " \/Eray

Donde c¢ es la velocidad de la luz, ¢ la permitividad del vacio, y &, , la
permitividad relativa media de los materiales escogidos. Para dirigir la onda en
el eje y, se define el vector Ej, como (3.26).

Ey = Ege™™Y  (V/m) (3.26)

Donde « es la constante de propagaciéon de onda para cada material.

Una vez desarrollado el modelo, se crea el mallado que define el tamafio
de los elementos finitos. Dado que se trata de un anélisis del campo eléctrico,
el espacio generado debe representar lo més fielmente posible la ondulacién de
este campo. Por lo tanto, se puede aplicar el teorema de Nyquist-Shannon para
definir el tamano maximo de los elementos y, en consecuencia, la resolucién
de la onda representada. Segin dicho teorema, dos elementos por longitud de
onda serfan suficientes; no obstante, los resultados encontrados en la bibliografia
indican un error medido inasumible, por lo que se recomienda aplicar otro factor
de entre 3 y 4 veces este nimero (Marburg, 2008).

Debido a esto, se establecié que el tamano méaximo de los elementos en
la malla que rodea la nanoparticula fuese A/8. Dado que la nanoparticula es
incluso menor que este tamafo, y ademads requiere de suficiente resolucién para
el célculo de los efectos plasménicos en su contorno, el tamano de la malla en la
nanoparticula se definié a partir de su dimensién mas pequena, en este caso el
radio, por lo que se propuso utilizar ro/6. Mediante este enfoque, se obtuvieron
29739 elementos y el calculo para cada set de parametros tomé un promedio de
4.61 segundos.

Con el fin de reducir el nimero de elementos, y asi el tiempo de célculo,
se utilizé un tercer método de mallado para el dominio PML, configurando
en su lugar una malla uniforme de cinco capas, obteniendo 27723 elementos
distribuidos como se ve en la Figura 3.5, y computando la solucién en 3.95
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segundos por pardmetro, con una variacién menor a un 0.0001 % en el resultado.
Con este método de mallado, los resultados de los modelos que la bibliografia
ha podido comparar con los obtenidos por métodos analiticos logran un error

relativo menor al 1% (Grand and Ru, 2020).

| IO

L AN

<J N

AV,

Figura 8.5: Malla generada a partir de los pardametros descritos

AL RGP =
R

A partir de este punto se investigd la viabilidad de aumentar la resolucién
de la malla, obteniendo los parametros de esta y las variaciones en el resultado
que se resumen en la Tabla 3.2, donde se indican mediante los factores u y p los

tamanos méximos definidos segin A/u 'y ro/p.

Tabla 3.2: Datos obtenidos al variar la resolucién de la malla.

u =8, u = 10, u = 16,

p=©6 p=2_8 p=12

Numero de elementos 27723 58788 178546
Tamafio minimo de elemento (pm) 838.5 634.4 415.5
Calidad minima de los elementos 0.2071  0.1908 0.1991
Tiempo de célculo promedio por pardmetro (s) 3.95 10.55 31.15
Variacién mdxima en el resultado (%) 0.03 0.05

A la vista de los datos obtenidos se decidi6 no aumentar la resolucién de
la malla, ya que esto daba lugar a variaciones del resultado en el rango del
cuarto o quinto decimal, ademas de aumentar significativamente el tiempo de

computacién. Por tanto, se mantuvieron los valores de u =8 y p = 6.

Como resultado del célculo del modelo, se obtendran las siguientes variables:
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= (Qp, la densidad de disipacién de potencia media por ciclo debido a pérdidas
resistivas, en W/m?

= P, ., los componentes del vector de Poynting del campo disperso en W/m?
= Enorm, la amplitud del campo eléctrico calculado como Ey,prm = 4/ E2 + E; + E?

en V/m

Para hallar la disipacién de potencia total de todos los elementos en la na-
noparticula, que corresponde con la pérdida resistiva de la energia en forma
de luz absorbida, se lleva a cabo la integracién (3.27) sobre el volumen de la
nanoparticula (V).

W = // @ (3.27)

De forma similar, para hallar la potencia total dispersada, se lleva a cabo la
integracién (3.28) del vector Poynting en la superficie S de la esfera imaginaria
alrededor de la nanoparticula, es decir la frontera de dispersién. n es el vector
unidad normal a la superficie de la esfera.

Wsea = #g(Pom, -n)dS (W) (3.28)

Estos resultados se encuentran en una forma que depende de la irradiancia
Iy, y se deben llevar a cabo dos operaciones més para hallar las caracteristicas
que se buscan del modelo. En (3.29) se calcula la seccién transversal de absorcién
de la nanoparticula, y en (3.30) la seccién transversal de dispersién.

Oabs = 4- Wabs/lnp (m2) (329)
Osca =4 - Wsca/Inp (m2) (330)

Los resultados se calculan para cada una de las longitudes de onda introdu-
cidas en el andlisis paramétrico. Ademads, se llevaron a cabo una serie de célculos
introduciendo la relacién de aspecto como un segundo pardmetro que varia en-
tre 1.5 y 5 para cada longitud de onda. A pesar de ser un nimero arbitrario,
la relacién de aspecto es un parametro estudiado en la bibliografia, por lo que
se conoce que en ese rango de valores se va a encontrar una respuesta en el es-
pectro visible e infrarrojo cercano (Orendorff et al., 2006; Jauffred et al., 2019).
Para los cédlculos se utilizé el solver iterativo GMRES con un méximo de 300
iteraciones, y se fij6 la tolerancia relativa en 0.01.
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3.1.4.2. Modelo de AulNSt

El siguiente modelo que se desarrolla representa las NanoEstrellas de oro
utilizadas en la seccion experimental. Para ello, se tomaron imagenes de mi-
croscopia electrénica y se midieron los tamanos del ntcleo, el radio de base y
extremo de las puntas, y su longitud utilizando el software de procesamiento
de imagen ImageJ. El tamano de nticleo medio fue de 12.5 nm, y las puntas
tenian una longitud media de 8 nm con 3 nm de radio. El nticleo se modelizé
como una esfera, y se rode6 de puntas cilindricas con extremos redondeados,
como se puede observar en la Figura 3.6. De la misma forma que se hizo con el
NanoRod, al menos una de las puntas se situd totalmente transversal al campo
eléctrico, para medir la eficiencia méxima de absorcién, junto con mas puntas
a 45 grados alrededor de la esfera. Las puntas paralelas al campo eléctrico se
omitieron tras un primer calculo al certificar que no tenian ningin efecto sobre
el resultado pero aumentaban el tiempo de calculo.

Figura 3.6: Geometria de la AuNSt resultante de los pardmetros establecidos. L indica
la dimensidn (longitud de punta) que se varia en el andlisis paramétrico.

El célculo se llevé a cabo teniendo en cuenta la simetria del modelo para
calcular dnicamente un cuarto de la geometria, con puntas de 8 nm de largo
en primer lugar, y después variando su longitud (L en la Figura 3.6) como
parametro, resultando en distintos espectros de seccién transversal de absorcion.

3.1.4.3. Modelo de suspensién de NanoEstrellas en un pocillo

El dltimo modelo que se desarrolla en esta seccién se asemeja a una suspen-
siéon de NanoEstrellas de oro en agua. Como las NanoEstrellas son relativamente
infimas en tamano, se puede simplificar el modelo para que se representen como
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fuentes de calor puntuales cuya magnitud depende de la intensidad del laser,
suspendidas en agua destilada en concentraciones tipicas de las aplicaciones ex-
perimentales, por lo que el modelo se reduce a una geometria cilindrica tnica
dividida en elementos finitos que contienen muchas nanoparticula, asi, cada ele-
mento aumenta su temperatura en funcién del nimero de nanoparticulas que
contiene y la intensidad de laser que incide sobre él. La geometria represen-
tando el agua se rodea de un cilindro de plédstico abierto en su parte superior,
simulando el pocillo de una placa de 96 pocillos.

Previamente, el area irradiada por el ldser era mucho mayor que la nano-
particula, pero ahora tnicamente va a irradiar una porcién del pocillo. Para si-
mular esto se implementa el area irradiada junto con una funcién gaussiana que
distribuye una mayor densidad de potencia en el centro y va disminuyendo hacia
los limites del area definida. Ademads, se implementa la Ley de Beer-Lambert
en funcién de la concentracién de nanoparticulas y su seccién transversal de
absorcién para simular correctamente la atenuacion del haz laser cuando atra-
viesa la suspensién. Los efectos de esta implementacién se pueden observar en la
Figura 3.7, que representa la irradiancia calculada sobre un plano que atraviesa
el centro del modelo.

x10*

3.5
3
2.5
2
1.5
1

f 0.5
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Figura 3.7: Representacion grdfica de la distribucion de la potencia irradiada en una

seccion central de la suspension de nanoparticulas una vez se han implementado los
) 2

efectos de atenuacion (Escala en W/m?)

En primer lugar se calcula la atenuacion de la suspensién p en la ecuacién
(3.31) segun la Ley de Beer-Lambert, utilizando la seccién transversal de absor-
cién o4ps v la concentracién por unidad de volumen C', en mmol, y donde N4
es la constante de Avogadro en mol~?.
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,LL:O'abS-C~NA/103

(1/m) (3.31)

En (3.32) el ldser de 500 mW se distribuye sobre un circulo para dar lugar
a una irradiancia maxima de 4 W/em?2, como en la aplicacion real, dando lugar

a un radio r; de 2 mm.

Iy =

Py
s

5 (W/m?)

(3.32)

A la cual se le aplica una distribucién gaussiana segin la ecuacién (3.33).

I=1- e‘<ﬁ+y2)2 (W/m?)

(3.33)

La distribucion de la energia en la simulacién se valida en primer lugar
calculando la irradiancia en el centro de la suspensién a cualquier profundidad
z, y después en lineas trazadas perpendicularmente sobre el eje x a distintas
profundidades, cuyo resultado se puede observar en la Figura 3.8.
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Figura 3.8: (A) Irradiancia calculada a lo largo del eje z en el centro de la suspension
y (B) irradiancia calculada a lo largo del eje x pasando a través del centro de la
suspension a distintas profundidades (superficie, mitad y fondo).

Esta irradiancia es absorbida a través de la suspension segin la Ley de
Beer-Lambert de forma que la energia que se desprende en forma de calor en un
volumen situado a una profundidad z bajo la superficie y desplazado del centro
en x-y se calcula mediante la ecuacién (3.34).
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Qo=p-T-e7"* (W/m?) (3.34)

Para evitar un resultado cuya temperatura se eleve infinitamente, se aplican
métodos de disipacién como se muestra en la Figura 3.9. Primero, se anade
la conveccién natural del agua, un método que COMSOL maneja de forma
nativa combinando todos los elementos finitos que representan un liquido de la
geometria. En segundo lugar, se anade la radiacién de calor, la conduccién al
pléastico y al aire. El aire se considera un contorno abierto infinitamente grande
y con una conveccion tal que su temperatura nunca se ve alterada.

laser

Aire (a 26 °C)

RS

Conveccién w
de aire

Suspension

Disipacion
radiativa

Figura 3.9: Representacion de los métodos de disipacion de calor implementados en el
modelo

La disipacién al aire por conveccién requiere un coeficiente de transferencia
de calor h.. Este tuvo que ser hallado mediante la obtencién de una curva de
calibracién irradiando una suspensién de 200 pg/mL de NanoEstrellas de oro
con una concentraciéon de 5.4 mmol, midiendo la evolucién de la temperatura en
la muestra con un termémetro de fibra éptica Photon Control FTC-DIN-GT-ST-
LNY2. Se ajusto el valor de h. hasta que las curvas fueron practicamente iguales,
como se ve en la Figura 3.10, siempre manteniendo el valor de este coeficiente
en un rango que la bibliografia considera apto para describir la transferencia de
calor desde el agua al aire y desde el pldstico al aire, entre 2 y 500 W/m?K,
teniendo en cuenta que el experimento se llevé a cabo en una sala con aire
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acondicionado, es decir, pudo tener los efectos de una conveccion forzada, a una
temperatura ambiente de 26 °C (Kosky et al., 2013).

60

—&— Sensor de temperatura
55 4 £— Cadlculo del modelo
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Figura 3.10: Medida experimental de calibracion comparada con la curva obtenida con
el modelo ajustado.

Para obtener este resultado, se utilizé un coeficiente de transferencia de calor

de 4 W/m?K desde el plastico al aire, y de 95 W/m?K desde la suspensién al
aire.

3.1.5. Experimentos con NanoEstrellas de oro

Para calibrar y validar el modelo, se llevaron a cabo varias irradiaciones de
suspensiones de NanoEstrellas de oro en agua destilada y se midié la evolucion
de la temperatura.

Las NanoEstrellas se sintetizaron mediante métodos descritos anteriormente
(Montoto et al., 2018), se caracterizé su espectro de absorcién y se midieron
en microscopia electrénica, donde se tomaron algunas imagenes representativas,
como se ve en la Figura 3.11.

Los experimentos se llevaron a cabo suspendiendo NanoEstrellas de oro en
concentraciones de 100, 50 y 25 ug/mL, y poniendo 200 uL de estas suspensiones

140 de 194



Capitulo 3. Modelos de elementos finitos de nanoparticulas de oro y su
aplicacién in vitro

B —AuNSt

0,8

0.6

04

T T T T T T T T J
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

A (nm)

Figura 3.11: (A) Morfologia de la sintesis de NanoEstrellas de oro en microscopia
electrénica y (B) espectro de absorcion medido.

en placas de 96 pocillos, que después fueron irradiadas consecutivamente a 4
W/em? y 808 nm durante 5, 10 y 15 minutos. Para las concentraciones de 100
y 50 pg/mL, los experimentos se llevaron a cabo por duplicado. Mientras se
irradiaban, la temperatura de la muestra se media y registraba con un médulo
de cdmara termografica AMG8833.

3.2. Resultados y discusion

A continuacion se presentaran los resultados hallados en el orden de la me-
todologia: célculos de los modelos de NanoRod y NanoEstrellas, comparacion
del modelo de NanoEstrellas con medidas experimentales, efectos de las nano-
particulas sobre el campo eléctrico, y modelo de calentamiento de una suspension
de NanoEstrellas junto con las medidas experimentales. A su vez se realizara la
discusion de estos.

3.2.1. Modelo de NanoRod

El célculo del modelo de NanoRod con una tnica relaciéon de aspecto da
lugar a los espectros de seccion transversal de absorcién y dispersion de las
Figuras 3.12A y 3.12B, respectivamente. En estos espectros se puede ver que
su magnitud varia segin la longitud de onda de la radiacién incidente, y que
existe un pico debido al LSPR. En este caso, el pico de absorcién ocurre a 778
nm para una relacién de aspecto de 3.5.

Los multiples cédlculos con la variacién de la relacién de aspecto como parame-
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tro dan lugar a los espectros de las Figuras 3.12C y 3.12D. Se puede ver que
el pico debido al LSPR se desplaza hacia las longitudes de onda del color rojo
segun la relacion de aspecto se hace mayor, lo cual se debe a que las distan-
cias entre las cargas en el dipolo generado se hacen més grandes, por lo que
las fuerzas que amortiguan la oscilacién se hacen menos efectivas (Chau et al.,
2016, 2009). Aqui, la dispersién de la luz es despreciable cuando se compara a
la absorcion.
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Figura 8.12: (A) Espectro de seccion transversal de absorcion y (B) de dispersion
calculados para un NanoRod con la relacion de aspecto fijada en 3.5 y efecto de la
variacion de la relacidn de aspecto sobre (C) el espectro de seccidn transversal de
absorcion y (D) de dispersion.

3.2.2. Modelo de NanoEstrella

Igualmente, en las Figuras 3.13A y 3.13B se pueden observar los resultados
de los célculos de espectros de seccién transversal de absorcién y dispersion
para el modelo de NanoEstrella con una longitud de punta fija. En este caso,
el espectro de seccion transversal de dispersion tiene una magnitud mayor, lo
cual se puede deber a la presencia del nicleo y de mas puntas y su interacciéon
conjunta.
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El resultado con una longitud de punta fija en 20 nm tiene su pico de absor-
cién en 809 nm, cerca de los 808 nm que se utilizan en la experimentacién, asi
que su valor de pico 3,6322 107 m?2 se anota para ser usado en el modelo de
suspensién de NanoEstrellas. Este pico es mayor que el resultado del NanoRod,
y ademas las NanoEstrellas tienen multiples puntas, por lo que la probabilidad
de tener una o mas puntas transversales al campo eléctrico es mayor, logrando
asi una mayor eficiencia en la absorcién de luz en la experimentacion.
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Figura 3.13: (A) Espectro de seccidn transversal de absorcion y (B) de dispersion cal-
culados para una NanoEstrella con longitud de punta 20 nm y efecto de la variacion
de la longitud sobre (C) el espectro de seccién transversal de absorcion y (D) de dis-
persion.

Los célculos variando la longitud de las puntas dieron lugar a los resultados
que se observan en las Figuras 3.13C y 3.13D. El espectro también se desplaza
al rojo segin aumenta la longitud de la punta. Este desplazamiento al rojo se
puede corroborar mediante la caracterizacién de tres sintesis de NanoEstrellas
con distintas longitudes de punta, como se ven en la Figura 3.14A, y cuyo
espectro de absorcion correspondiente se ve en la Figura 3.14B, que también se
desplaza al rojo cuando las puntas se alargan.
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Figura 3.14: (A) Morfologias de NanoFEstrellas de tres sintesis distintas con diferentes
longitudes de punta de mds corta (a) a mds larga (c) y (B) sus respectivos espectros
de absorcion.

3.2.3. Efectos sobre el campo eléctrico

Respecto a la amplificacién del campo eléctrico en las cercanias para el mo-
delo de NanoRod, que se muestra en la Figura 3.15A, el méximo de amplificaciéon
es de 27.21 veces el campo eléctrico original cuando incide una longitud de on-
da de 778 nm. Como se esperaba segtin el marco tedrico, este efecto ocurre en
mayor medida en las proximidades de la punta, y decrece rapidamente con la
distancia. El calculo de la magnitud del campo eléctrico en las proximidades de
una nanoparticula puede ser 1til en un futuro préximo para calcular a su vez
los efectos de esta amplificacién sobre particulas o moléculas cercanas, como en
el caso de la activacion o liberacion electromagnética de farmacos.

En el caso de la NanoEstrella, la amplificacién del campo eléctrico puede
observarse en las distintas puntas. Gracias a la simetria del modelo, se puede
trazar un plano que muestre esta amplificacién en la punta totalmente trans-
versal al campo eléctrico y, mediante un giro de 45 grados, también en una de
las puntas situadas a 45 grados de esta tltima, cuyo resultado serd igual a las
puntas restantes. El resultado se puede ver en la Figura 3.15B y, en este caso,
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la amplificaciéon maxima se da en la punta totalmente transversal a 123.4 veces
la magnitud del campo inicial, mientras que en las puntas situadas a 45 grados
esta amplificacién alcanza las 75 veces. Este resultado es mucho mayor al cal-
culado para el NanoRod, por lo que la NanoEstrella es mas adecuada para las
aplicaciones que requieren la amplificacién del campo eléctrico.

Figura 8.15: (A) Amplificacion del campo eléctrico en una punta de un NanoRod de
relacion de aspecto 3.5 y situado en un campo electromagnético con longitud de onda
772 nm y (B) en las puntas de una NanoEstrella con una longitud de punta de 20 nm
y en un campo eléctrico de 808 nm de longitud de onda. Unidades en V/V.

3.2.4. Resultados del modelo de suspensiéon de
NanoEstrellas

Se representa la evolucién de las temperaturas calculadas en COMSOL sobre
la evolucién de temperatura medida en la experimentacion segin se describe
en la secciéon 3.1.5 de la metodologia, resultando en las curvas de la Figura
3.16. El modelo sélo es capaz de calcular el calentamiento debido a la accién
individual de las nanoparticulas, ya que sus efectos colectivos, que podrian lograr
un mayor aumento de temperatura, no se implementaron. A pesar de ello, dado
que la concentracion experimental es bastante pequena, estos efectos colectivos
podrian ser insignificantes.

Debido a las limitaciones en la capacidad de computacion, el modelo se
construyé como una simplificacién macroscopica donde el calor se transporta
por mecanismos de difusiéon. En caso de modelar a escala nanométrica se deberia
considerar el transporte de calor por efectos balisticos, ya que su transferencia
de la nanoparticula al medio es distinta (Kwizera et al., 2022; Siemens et al.,
2010).
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Figura 3.16: Evolucion de las temperaturas en el modelo y en las medidas experimen-
tales cuando se irradian varias concentraciones de nanoestrellas suspendidas en agua
a4 W/em? y 808 nm.

En comparacién con las medidas experimentales, el modelo pudo predecir la
evolucién de la temperatura con un error cuadratico medio raiz de 1.35 °C para
una concentracién de 100 pg/mL, 1.53 °C para 50 pug/mL y 0.59 °C para 25
pg/mL. En la Figura 3.17 se analiza el error mediante un diagrama de cajas y
bigotes.

De dicho diagrama se puede extraer que el error maximo para las concentra-
ciones de 100 y 50 ug/mL es bastante elevado, alcanzando 3.61 °C, sin embargo,
las cajas indican que lo mas comun seria obtener un error en torno a 1 °C. Serian
necesarios mas experimentos en las mismas condiciones para ayudar a calibrar
el modelo correctamente y asi acotar estos valores en mayor medida.
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Figura 3.17: Diagramas de cajas y bigotes del error del modelo respecto a las medidas
experimentales para cada concentracion.

3.3. Conclusiones

En conclusidn, se utilizé el Método de Elementos Finitos (MEF) para mode-
lizar y analizar las propiedades de los NanoRods y las NanoEstrellas, asi como
de una suspensiéon de NanoEstrellas en agua. El MEF presenta la ventaja de
lograr una implementacién relativamente simple de un modelo complejo de na-
noparticula a pesar de su mayor desventaja: el coste de computaciéon de un
elevado nimero de elementos, que en este estudio suponia 27723 elementos para
el modelo de NanoRod y 1282768 elementos para el modelo de NanoEstrella.
Sin embargo, la creciente disponibilidad de tecnologia de alto rendimiento para
realizar los célculos permitié que estos se llevasen a cabo en 58 minutos para el
caso del NanoRod y en 32 horas para la NanoEstrella, utilizando un procesador
AMD Ryzen Threadripper 3960X de 24 ntcleos a 3.8 GHz.

Los calculos de las secciones transversales de absorcion y de dispersion, asi
como de la amplificaciéon del campo eléctrico, mostraron concordancia con las
medidas experimentales para los modelos individuales de nanoparticulas.

Una contribucién clave en esta investigacion es el desarrollo del MEF de
la suspension de NanoEstrellas, basado en los datos previamente obtenidos del
modelo de NanoEstrella y utilizado para predecir la evolucién de temperatura
cuando se irradia la muestra con un laser de 808 nm.

Estos resultados tienen importantes implicaciones en el campo de la terapia
fototérmica, ya que permiten comprender mejor el comportamiento de las Na-
noEstrellas en suspensién y como pueden ser utilizadas para generar calor con
fines terapéuticos.
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Con trabajo adicional se podria desarrollar modelos méas sofisticados pa-
ra calcular cual es la interaccion de las nanoparticulas con los tejidos y otras
moléculas. Estos modelos deberan incluir diversas mejoras, en primer lugar, en
la caracterizacién de las nanoparticulas al encontrarse en un entorno con dis-
tintos indices de refraccién y con temperaturas cambiantes, dando lugar incluso
a cambios en su geometria debido a la fusién del oro, al alcanzar localmente
temperaturas mucho mas elevadas.

Se podrian anadir modelos de dindmica molecular que simulasen la inter-
accion de las nanoparticulas con las moléculas alrededor, pudiendo lograr la
modelizacién de la liberacién de farmacos por efecto de la temperatura o el
campo eléctrico.

Es necesario implementar el modelo de la evolucién de temperatura en un
tejido, que debe tener en cuenta otros efectos de disipacién como la perfusion
sanguinea. Finalmente, cabria modelizar cudl es el dafio producido en las células
por el tratamiento, como se lleva a cabo en modelos de tejido cardiaco (Shim
et al., 2017). Esto requerird de un enfoque multidisciplinar y la combinacién de
varios softwares de modelado, ademés de multiples validaciones para, al final,
poder predecir los resultados de un tratamiento basado en terapia fototérmica
y liberacion de farmacos.
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Desarrollo de equipamiento
y modelos para aplicaciones
in vivo

En el presente capitulo se exponen otros trabajos llevados a cabo en la
preparacion de diversos equipos y modelos de elementos finitos destinados a las
terapias fototérmicas in vivo, concretamente en el contexto de experimentacion
con animales. Con el objetivo de presentar los trabajos de forma ordenada, se
ha estructurado el capitulo en tres secciones distintas.

En la primera secciéon se aborda la descripcién de un equipo desarrollado
expresamente para llevar a cabo terapias fototérmicas in vivo. Este equipo fue
disenado con la finalidad de garantizar un control preciso y seguro en la ad-
ministraciéon del tratamiento, asegurando la integridad y bienestar del sujeto
experimental.

La segunda seccién abordara una versiéon evolucionada de dicho dispositivo,
resultado de una nueva iteracién en el diseno. Esta version presenta un signifi-
cativo progreso en términos de estabilidad y fiabilidad.

En la tercera seccién, se procedera a describir un modelo in silico desarrollado
para simular el tratamiento de una seccién especifica de piel. Este modelo ha sido
disenado con el propédsito de proporcionar una plataforma versatil que facilite
el estudio y andlisis de las terapias fototérmicas, contribuyendo asi al desarrollo
de una base de conocimientos sélida en este campo cientifico.
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No obstante cabe destacar que, lamentablemente, las limitaciones intrinsecas
a esta linea de investigacion han restringido la posibilidad de someter a los equi-
pos y al modelo mencionados a una validacién experimental completa. Hasta
el momento, la experimentacion se ha limitado a la irradiaciéon de nanoparticu-
las suspendidas en agua, cuyo resultado no aporta mayor informacién sobre la
terapia fototérmica de la que ya se obtuvo en los capitulos anteriores.

4.1. Equipo de terapia fototérmica in vivo

Una de las limitaciones halladas en la utilizacion del prototipo detallado en el
Capitulo 2 reside en su limitada versatilidad cuando se aplicaba a experimentos
in vivo. El principal desafio estaba relacionado con la necesidad de llevar a cabo
irradiaciones con un angulo especifico sobre la muestra o, en este caso, sobre el
animal.

Dado que en estas circunstancias no se requeria el empleo de una cdmara
termostatica, puesto que las salas de animalario mantienen una temperatura
adecuada para la realizacién de los experimentos, ni tampoco se hacia necesa-
rio el sistema de posicionamiento automéatico de muestras para experimentos
repetidos, se tomo la decisién de prescindir del prototipo anterior y empren-
der el desarrollo de uno nuevo, aprovechando la reutilizacién de algunos de sus
modulos previamente validados.

4.1.1. Meétodos

Para el desarrollo de este dispositivo, se emple6 una caja metalica como
estructura que albergaria los componentes electrénicos, y se aproveché el brazo
articulado de un flexo. Para el ensamblaje del primer prototipo, se hizo uso de
materiales disponibles en el almacén del laboratorio, por lo que estas partes no
disponen de cédigo de referencia.

En uno de los laterales de la caja metdlica, se realizaron perforaciones para
alojar los conectores responsables de proporcionar la alimentacién eléctrica al
equipo y la corriente necesaria al laser, asi como la transmision de datos desde la
camara termografica. En el lado opuesto de la caja, se habilitaron unos espacios
requeridos para la incorporacién de una pantalla LCD, un potenciémetro y dos
botones. Posteriormente, se anadié una pantalla TFT LCD con la finalidad de
permitir la visualizacién en tiempo real de toda la informacién proveniente de
la cAmara termografica, sin depender de un equipo informético adicional.
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Para este equipo, se seleccioné un microcontrolador Atmel ATMega328P
montado en una placa de desarrollo Arduino UNO como médulo principal, el
cual estableceria comunicacién mediante I2C con un mdédulo de control de po-
tencia ldser como el descrito previamente en el Capitulo 2 (Microchip, 2023a;
Arduino, 2023).

En la parte frontal del equipo, se incorporé un potenciémetro con el fin de
permitir ajustar la potencia de irradiacion del laser, mientras que uno de los bo-
tones se destiné al apagado y encendido de dicho ldser. La potencia configurada
y el estado del laser se presentan en la pantalla LCD. El otro botén se programé
para activar un cronémetro, cuyo conteo se muestra también en la LCD cuando
esta en funcionamiento, con la finalidad de informar al usuario sobre el tiempo
transcurrido durante la irradiaciéon. La cdmara termografica escogida para este
equipo fue un médulo comercial modelo MLX90640 (Melexis, 2023).

En cuanto a la subsiguiente etapa de la implementacion, se introdujo un
segundo microcontrolador de 32 bits ESP32 en un médulo ESP-WROOM-32 al
incorporar la pantalla TF'T LCD. Dado que la pantalla TFT LCD es tactil, se
program¢ la posibilidad de guardar la imagen termografica al ser pulsada, me-
diante la escritura de los datos en un archivo que se guardaria en una tarjeta SD
incluida en el médulo de la pantalla. La inclusiéon de un segundo microcontro-
lador presentd ventajas significativas al liberar al primer microcontrolador, que
opera a 8 bits y con una frecuencia de trabajo sustancialmente menor. Esta es-
trategia permiti6 lograr independencia en la lectura de la caAmara termografica,
lo que resulté en un muestreo més fluido y eficiente.

El segundo microcontrolador se conect6 con la cdmara termografica mediante
la interfaz I12C y se utilizaron sus puertos digitales de propdsito general para el
control y la gestién de la pantalla TFT LCD. Esta decisién de diseno contribuy6
a optimizar el rendimiento del sistema, mejorando la respuesta del equipo en
general.

El diseno del equipo se puede ver esquematizado en el diagrama de bloques
de la Figura 4.1.
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Mddulo control
de potencia
laser

Cabezal
laser

Camara termogréfica

Microcontrolador
ATMega328P

LCD 16x2
\—

Microcontrolador
ESP32

Botdn control Botdn LCD TFT

Potenciéometro . .
laser cronémetro

Figura 4.1: Diagrama de bloques de los componentes que conforman el equipo de terapia
fototérmica in vivo.

4.1.1.1. Prueba de concepto en liberacién de farmacos

Un avance prometedor en el ambito de la terapia fototérmica, previamente
mencionado en la introduccién de esta tesis, se relaciona con la integracién
de particulas cargadas de farmacos. Este enfoque implica la encapsulacion del
farmaco en una estructura con un recubrimiento de parafina de bajo punto de
fusién. Cuando la temperatura alcanza el punto de hipertermia, la parafina se
derrite, liberando asi el firmaco (Aznar et al., 2011; Yamashita et al., 2011).
Este enfoque ofrece el potencial de lograr un doble efecto terapéutico, mejorando
la efectividad del tratamiento (Carrese et al., 2021).

Para realizar esta prueba, se emplearon nanoestrellas de oro obtenidas me-
diante el método de sembrado (Guerrero-Martinez et al., 2011; Minati et al.,
2014), lavadas mediante centrifugacién y suspendidas en agua destilada, resul-
tando en una concentracién de 5.4 mmol. Se tomaron 200 L de esta suspension
y se introdujeron en varios tubos Eppendorf de 0.5 mL, a los que se agregaron
copos finos de parafina con baja temperatura de fusién. A continuacion, se pro-
cedié a irradiar la muestra durante 10 minutos a 808 nm y 4 W/em?. Durante la
irradiacion, se efectuaron mediciones de la temperatura de la muestra utilizando
una cdmara termografica Testo 875 (Testo, 2023). Ademds, con el fin de confir-
mar que el efecto observado se debia a la presencia de nanoparticulas, se llevé a
cabo una irradiacién similar utilizando una muestra inicamente compuesta por
agua y copos de parafina como control.
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4.1.2. Resultados y discusién

El equipo resultante se muestra en la Figura 4.2. Este se emplea en conjunto
con el cabezal ldser y la cdmara termogréfica, los cuales estdn montados en el
extremo de un flexo, tal como se muestra en la Figura 4.3.

VHyp\ab WV

Porai asbi e sy

LASER  TIMER

onr
onvorF N

Figura 4.2: Frontal del primer prototipo del equipo para experimentacion in vivo.

Figura 4.3: Cabezal ldser y cdmara termogrdfica utilizados en conjunto con el equipo,
unidos a un flexo mediante una pieza impresa en PLA.
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Los resultados de la prueba de concepto de liberacion de farmacos se presen-
tan en la Figura 4.4. En el Eppendorf correspondiente a la suspension irradiada
(izquierda), se aprecia que la parafina se ha fundido. Este proceso se manifies-
ta mediante la transparencia de la parafina y la aglutinacién de la suspension.
Por el contrario, en la suspensién de control no irradiada (derecha), los copos
de parafina permanecen visibles, sin mostrar cambios. Este resultado contrasta
con la parafina en agua, que tampoco mostrd alteraciones en su apariencia ni
cambios de temperatura durante o después de su irradiacion.

Figura 4.4: Muestras de suspension de nanoestrellas en agua destilada con copos de
parafina. A la izquierda, la suspension después de ser irradiada, muestra la parafina
transparente debido a su fusion. A la derecha, la muestra control no irradiada todavia
muestra los copos en su superficie.

Mediante el empleo de una cdmara termogréafica, se pudo registrar un aumen-
to significativo en la temperatura de la muestra. Inicialmente, la temperatura
se encontraba en torno a los 21 °C, como se ilustra en la Figura 4.5A. Sin em-
bargo, durante el proceso de irradiacion, la temperatura se elevé, alcanzando un
valor de 39.4 °C, tal como se aprecia en la Figura 4.5B. Estos datos corroboran
el incremento de temperatura inducido por la irradiacién laser y la presencia
de nanoparticulas, lo cual es fundamental para la activacién controlada de la
liberacién de farmacos en la muestra.

Estos resultados permiten la formulacién de un diseno de particulas carga-
das de farmacos que pueden liberarse de manera controlada mediante el calor
generado durante la irradiacién de las nanoparticulas de oro, lo que a su vez
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394°C

Q 303°C

204 °C 218°C

Figura 4.5: Imdgenes de cdmara termogrdfica (A) temperaturas tomadas antes de la
wrradiacion (B) temperatura de la muestra irradiada tras 10 minutos.

permite alcanzar temperaturas de hipertermia localizada. Este enfoque podria
mejorar la eficacia de la terapia fototérmica llevando a cabo la liberacién de
los farmacos en el lugar deseado. Asimismo, se podria explorar un enfoque si-
milar en el que las particulas cargadas de farmacos se liberen en respuesta al
aumento de la intensidad del campo eléctrico generado por la proximidad de las
nanoparticulas cuando son irradiadas (Tew et al., 2022).

4.1.3. Conclusiones

En este trabajo se abordo el diseno y desarrollo de un equipo para terapias
fototérmicas in vivo. El equipo disenado y construido demostré ser versatil en
su capacidad para llevar a cabo terapias fototérmicas in vivo. La inclusién de un
potenciémetro y un botén de encendido/apagado en la interfaz del dispositivo
facilité el control de potencia de la irradiacion del laser. Esto permite ajustar
la intensidad del tratamiento y adaptarla a las necesidades especificas de cada
momento.

La incorporacién de una pantalla LCD resulté en una interfaz de usuario efec-
tiva y amigable. Esta pantalla proporciona informacién en tiempo real sobre la
potencia configurada y el estado del laser. Posteriormente, la incorporacion de la
pantalla TFT LCD para la representacién de los datos provenientes de la cama-
ra termografica facilité significativamente la monitorizacion de la temperatura
de la muestra.

Las pruebas de concepto llevadas a cabo, logrando la fusién de parafina
mediante la irradiacién de nanoparticulas de oro, subrayan la versatilidad y el
potencial de las nanoparticulas en el diseno de terapias dirigidas, y resaltan la
importancia de la investigacién en este campo.
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Debido a las restricciones inherentes a los recursos disponibles y al alcance
limitado de la presente investigacién, la omisién de la experimentacién in vivo es
una laguna sustancial en este trabajo. Futuras investigaciones deberian abordar
este aspecto para validar plenamente la eficacia y la seguridad del dispositivo.

4.2. Segundo equipo de terapia fototérmica in
vivo

Con el objetivo de paralelizar las tareas de experimentacién in vivo se soli-
cito6 replicar el equipo anteriormente descrito. En esta ocasion, se incorporé un
nuevo diseno de control de potencia laser que atn no habia sido probado. Este
diseno de placa de circuito reemplazé tanto al médulo principal como al médu-
lo de control de potencia laser que se encontraba en los prototipos anteriores.
Es importante destacar que, en este nuevo prototipo, ya no era necesario in-
cluir una cdmara termografica debido a las particularidades de los experimentos
planificados en esta etapa. Esta estrategia permitié investigar el rendimiento y
la eficacia del nuevo diseno de control de potencia laser en el contexto de las
terapias fototérmicas.

4.2.1. Meétodos

El nuevo circuito desarrollado se fundamenta en la utilizacién de un mi-
crocontrolador ATMega328P, que establece comunicacién con un convertidor
digital a analégico (DAC) MCP4725 de 12 bits (Microchip, 2023b). Este DAC
se encarga de generar la senal de referencia para la entrada positiva de un am-
plificador operacional OPA549S de alta corriente de salida (Texas Instruments,
2023). En la salida de este amplificador se encuentra conectado el diodo 14ser,
seguido de una resistencia de sensado. A su vez, esta resistencia se conecta al
terminal de entrada negativa del amplificador operacional, conformando el cir-
cuito de realimentacion. En esta ocasion, el ajuste de la potencia se realizaria
mediante un encoder. Se anadié una pantalla LCD para mostrar los ajustes
realizados en tiempo real.

Un desafio fundamental asociado a este circuito radica en la disipacién de po-
tencia necesaria para garantizar su funcionamiento adecuado, y esto se presenta
en dos puntos criticos: el amplificador operacional y la resistencia de sensado.
Para abordar la disipacién de potencia en el amplificador operacional, se im-
plementé una solucién practica mediante la conexiéon de dicho componente a
un disipador. En cuanto a la resistencia de sensado, se opté por el uso de una
resistencia en un encapsulado metdalico de 15 W, lo que permitié gestionar la
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potencia disipada de manera eficaz. Para mejorar ain mas la gestién térmica, se
implementé un ventilador que contribuye a mantener una temperatura adecuada
en el conjunto del equipo.

A la placa de circuito se le anadi6é externamente una fuente de alimentacién
AC/DC con una salida de 12 Vy 3 A.

Como 1ultimo paso en la implementacién, se procedié a encapsular todos
los componentes en una caja fabricada mediante impresién 3D utilizando PLA.
Esta caja fue concebida de manera que proporcionara los espacios necesarios
para alojar los conectores de alimentacién, una pantalla LCD y un encoder,
que permitiera controlar tanto la potencia de irradiacién como el encendido o
apagado del ldser de manera intuitiva.

Adicionalmente, con el objetivo de mantener el cabezal ldser en su posi-
cién sobre la muestra, se fabricé un segundo flexo utilizando también la técnica
de impresién 3D. Este flexo se disend especificamente para cumplir con esta
funcién, proporcionando flexibilidad y estabilidad necesarias para el posiciona-
miento adecuado.

4.2.2. Resultados y discusién

Puede observarse el esquema detallado del circuito descrito anteriormente
en la pagina 163. El diseno dio lugar a la placa de circuito que se puede ver en
la Figura 4.6.
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Figura 4.6: Diserio de la placa de circuito impreso integrada en el sequndo prototipo
de terapia fototérmica in vivo.

El resultado de su fabricacion se puede ver en la Figura 4.7.

Figura 4.7: Implementacion de la placa de circuito impreso integrada en el seqgundo
prototipo de terapia fototérmica in vivo.
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La principal ventaja y motivo que impulsé la prueba de este nuevo circuito
de control de potencia ldser radica en su notable estabilidad. Esto se debe a
que todos los componentes se encuentran alojados en un mismo encapsulado,
lo que reduce significativamente las fuentes potenciales de inestabilidad que se
experimentaron en los prototipos anteriores. Ademads, es relevante destacar que
el fabricante ha implementado medidas para amortiguar las posibles inestabili-
dades, lo que contribuye a mejorar la robustez y confiabilidad del circuito en su
conjunto.

Una vez encapsulado, el equipo final se puede ver en la Figura 4.8.

Figura 4.8: Sequndo prototipo del equipo de terapia fototérmica in vivo

Este encapsulado resulta en un equipo mucho mas liviano y de dimensiones
reducidas en comparacién a los anteriores prototipos.

4.2.3. Conclusiones

En este nuevo prototipo se ha mejorado el control de potencia mediante un
nuevo circuito con una estabilidad intrinseca, lo cual mejorara los resultados en
la irradiacion y prolongara la vida del diodo laser. El ajuste de los pardmetros se
simplificé sustituyendo los controles de los prototipos anteriores por un encoder,
que da lugar a una interfaz con el usuario muy intuitiva. Se han incorporado
ademds un disipador, especificamente para el amplificador operacional, y una
resistencia de potencia, garantizando un funcionamiento prolongado gracias a la
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correcta gestion del calor generado en los componentes mas criticos. Los com-
ponentes del equipo se encapsularon en una caja fabricada mediante impresion
3D, ofreciendo un resultado més ajustado en dimensiones y peso. Por tltimo, se
creb un segundo flexo mediante impresiéon 3D que permite un posicionamiento
mas preciso y versatil del cabezal ldser sobre la muestra.

4.3. Desarrollo de un modelo de elementos
finitos de un tratamiento de terapia
fototérmica in vivo

En esta seccién, se procede a ampliar el modelo de elementos finitos de
calentamiento de nanoparticulas suspendidas en agua, el cual fue previamente
descrito en el Capitulo 3 de la tesis. Dado que no se obtuvieron resultados
in vivo ni se dio la posibilidad de modelizar una seccién de tejido con una
geometria medida a través de métodos de imagen, se tomé como referencia un
modelo de la bibliograffa (Soni et al., 2014; Gheflati and Naghavi, 2019, 2020),
el cual se modificé para contener los pardmetros que podrian ser utilizados en
la experimentaciéon dados los equipos desarrollados y aquellos datos obtenidos
de los modelos de nanoparticulas.

4.3.1. Meétodos

Una vez més, se recurre a la utilizacion de COMSOL como plataforma de
simulacién (COMSOL, 2023). Sin embargo, en esta ocasién, se incorpora el
modulo de biocalor, una herramienta especializada que habilita el estudio de
la transferencia de calor en tejido biolégico. Esta herramienta se distingue por
su capacidad para considerar las caracteristicas dindmicas del tejido bioldgico,
como la perfusién sanguinea, un aspecto crucial en la transferencia de calor en el
tejido. La base de este modulo se encuentra en el modelo de biocalor de Pennes,
el cual se establece como un marco de referencia esencial para comprender y
representar los fenémenos térmicos en los tejidos bioldgicos (Wissler, 1998).

La principal innovaciéon del modelo de Pennes, propuesto en 1948, radica
en la introduccién del concepto de perfusiéon sanguinea como un pardmetro de
la ecuacion general de transferencia de calor. En esencia, el modelo de Pennes
postula que la perfusién sanguinea es la principal fuente de disipacién de calor en
el tejido, regulando la distribucién de temperatura y permitiendo la eliminacion
efectiva del calor generado por diversas fuentes, como la radiacion, la conduccion
o el metabolismo.
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En el contexto de un tejido biolégico superficial, el proceso de intercambio
de calor se manifiesta de manera predominante en la interfaz de la pared de los
capilares, donde la velocidad de la sangre circulante es relativamente baja. La
teoria de Pennes establece que este intercambio de energia total, que tiene lugar
debido al flujo sanguineo, puede modelarse efectivamente como una fuente de
calor no direccional. La magnitud de esa fuente de calor se correlaciona directa-
mente con el flujo sanguineo volumétrico en el area de interés y la diferencia de
temperatura entre el tejido en cuestion y la arteria principal que lo irriga. Este
concepto se resume en la ecuacién (4.1) (Sazgarnia et al., 2015).

T
pc%—t =V (kVT) +wper(T, — T) + Q., (4.1)

Los parametros que intervienen en esta ecuacién son los siguientes:

= p: representa la densidad del tejido, medida en gramos por metro ctbico
(g/m?).

= ¢ indica el calor especifico del tejido, expresado en julios por gramo y
Kelvin (J/(g - K)).

= T corresponde al aumento de temperatura con respecto a la temperatura
ambiente exterior en °C o K.

= k es la conductividad térmica del tejido, medida en vatios por metro y
Kelvin (W/(m - K)).

= wy, representa el ratio de flujo sanguineo por unidad de volumen del tejido,
en gramos por segundo y metro ciibico (g/(s - m?)).

= ¢, indica el calor especifico de la sangre
= T, es la temperatura arterial de la sangre, medida en grados Kelvin

= @, corresponde al calor metabdlico generado por unidad de volumen del
tejido, en vatios por metro ctibico (W/m?).

En su conjunto, el término wycp (T, —T') corresponde a la perfusion sanguinea.

Dado que en este modelo se anade el calor generado por el tratamiento
fototérmico, Qaser, se modificé la ecuaciéon tal como se ve en (4.2) para que
fuese tenido en cuenta.

oT

pca = V(kVT) + wbcb(Ta — T) + Q;n + Qlaser (42)
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Las condiciones de contorno se afiaden mediante la ecuacién (4.3), que pre-
senta el coeficiente de transferencia de calor h y la temperatura ambiente Tpq¢-
Aqui, se modela que la sangre entra a la zona del tejido con la temperatura
arterial, y adquiere la temperatura del tejido.

hoT
“on h(Tour —T) (4.3)

Dado que se desea irradiar un area, se define la irradiancia como la potencia
Optica del laser P por unidad de superficie y se anade una funcién gaussiana
que la distribuye normalmente en un radio especifico r, tal como se indica en
(4.4).

P —(@24y?)
Io(z,y) = —ae (4.4)

Para definir el calor desprendido por las nanoparticulas en el tejido, se utili-
za de nuevo la ley de Beer-Lambert segin la ecuacién (4.5), donde se calcula la
irradiancia en una profundidad z del tejido dada una irradiancia en la superficie
Iy, teniendo en cuenta el coeficiente de absorcion p, del tejido, un valor depen-
diente de la longitud de onda y que se suele medir experimentalmente, junto
con el coeficiente de absorciéon pyp de las nanoestrellas, obtenido a partir de
los modelos de nanoestrellas del Capitulo 3 y calculado segin (4.6).

I(z,y,2) = [pe~(Hatrnr)z (4.5)

/,LNPZO'NP'C'NA/H)OO (46)

Donde oy p es la seccién transversal de absorcién de la nanoparticula, C su
concentracién en el tejido en mmol y N4 la constante de Avogadro en mol~!.

En la bibliografia, esta ecuaciéon puede tener en cuenta la dispersién de luz
en la muestra, sin embargo, esto conllevaria que la irradiancia se reduce en
mayor medida cuando, en realidad, la luz dispersada puede terminar siendo
absorbida en otro punto de la muestra (Mooney et al., 2017). Para poder realizar
un calculo completo, se deberia implementar un método que pueda aproximar
estadisticamente el recorrido de cada fotén, como el método Montecarlo, que
tiene un gran coste computacional (Xu et al., 2019). Considerando esto, se
decidié no tener en cuenta el efecto de la dispersion.
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La ecuacién 4.5 define la irradiancia que alcanza a una nanoparticula situada
en cualquier punto del modelo.

Si se considera que la irradiancia que alcanza la superficie de una nano-
particula es absorbida segin su seccién transversal de absorcién ogps v se des-
prende en forma de calor, se puede aproximar el calor desprendido por una
nanoparticula segin la ecuacién (4.7).

QNP = Oabs * 1 (47)

Suponiendo que el volumen inyectado de nanoparticulas se distribuye uni-
formemente en el tejido tumoral con suficiente tiempo antes de la irradiacién,
se extiende el modelo para definir una distribucién uniforme de nanoparticulas
en todo el volumen. Este pardmetro se anade a la ecuacién (4.7) resultando en
la ecuacién (4.8).

Quaser = Oabs - C - NA/103 I (48)

Mediante esta ecuacién, se halla el calor que desprende un volumen que
contiene una concentracién de nanoparticulas cuando le alcanza una irradiancia,
teniendo en cuenta su posicién en el modelo.

Geometria del modelo

Para simular un dominio de tejido sano y otro, superpuesto al primero, de
tejido tumoral, se utilizaron dos discos como geometria. El primero, el més
grande, con un radio de 40 mm y 15 mm de espesor, al cual en el centro de
la parte superior se le integra un segundo disco, de 10 mm de radio y 5 mm
de espesor. Esta geometria, que se puede ver esquematizada en la Figura 4.9,
se ajusta suficientemente a la descripcién de un melanoma: se suele avisar a la
poblacién de que revise una lesién en la epidermis cuando esta supera los 6 mm
de didmetro (Skin Cancer Foundation, 2023). A pesar de que inicialmente la
lesion es sobre todo superficial, los més peligrosos pueden superar los 5 mm de
profundidad (Ringborg et al., 1996; Breslow, 1970). Tratdndose de un modelo
de cancer de piel, la parte superior se pone en contacto con el aire y con la
radiacion del ldser, mientras que la parte inferior se configura como parte del
cuerpo.
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RADIACION
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TEMPERATURA DEL CUERPO

Figura 4.9: Representacion esquemdtica de una seccion de la geometria implementada
para asemejar una porcion de tejido con un tumor integrado en su superficie.

Para el cédlculo, se anaden los pardmetros que se ven en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Pardmetros introducidos en el modelo de tejido.

Parametro Tejido sano Tejido Unidad
tumoral

Densidad p 1000 1100 kg/m3

Calor especifico ¢ 4200 4200 J/(kg- K)

Conductividad térmica k 0.5 0.55 W/(m- K)

Perfusién sanguinea wy, 1-1073 9,1-1074 st

Coeficiente de absorcién g 2 6 m~!

Ademais, el médulo de biocalor permitié anadir la transferencia de calor
debido a la perfusién de sangre, cuyos pardametros se configuran como se indica

en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Pardmetros introducidos para el cdlculo de disipacion por perfusion de san-

gre.
Parametro Valor Unidad
Temperatura sangre arterial T, 310 K
Calor especifico de la sangre ¢, 4200 J/(kg - K)
Densidad de la sangre 1000 kg/m?
Fuente de calor metabdlica @, 1091 W/m?
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La temperatura corporal se fijé en 36.85 °C, con una temperatura ambien-
te de 25 °C. Estos valores fueron ajustados segun el rango establecido por la
bibliograffa (Shurrab and El-Daher, 2014; Gheflati and Naghavi, 2019; Shurrab
et al., 2017). Del modelo de nanoestrellas se obtuvo que su seccién transversal
de absorcién (onp) a 808 nm es de 3.6322:10715 m?2. Por iltimo, se afiadi6 al
modelo la conveccién del aire con el exterior, ajustando el flujo de calor a 5
W/ (m? - K)

Para el calculo del modelo, se utilizé una potencia laser P de 500 mW distri-
buida en un radio de aplicacién r de 2 mm, como se haria en un experimento real
dado el equipo disponible, obteniendo distintas distribuciones de temperatura
para concentraciones entre 10 y 100 pg/mL.

Con el propdsito de evaluar la evolucién de la temperatura y determinar si se
alcanza el rango requerido para la terapia fototérmica, se realizé un seguimiento
del punto més caliente dentro de la geometria, asi como a varias profundidades
y a diferentes distancias del centro. Como control, se utilizé el mismo punto
para observar la evolucién de la temperatura cuando no se aplica una irradian-
cia, dado que un modelo mal calibrado podria aumentar su temperatura de
forma ilimitada, o disminuirla hasta la temperatura ambiente. Dadas las carac-
teristicas dindmicas del sistema, este ltimo calculo requirié aniadir més tiempo
para alcanzar la estabilidad. Ademads, se calculd el efecto del laser cuando no se
anaden nanoparticulas al tejido.

4.3.2. Resultados y discusién

En la Figura 4.10 se muestra el resultado del calculo control sin irradiancia,
aqui, se observa que la temperatura minima del modelo pasados 25 minutos del
inicio tiende asintéticamente a los 36 °C, una temperatura aceptable para el
reposo en el cuerpo humano, por lo que el modelo seria suficientemente estable
para proceder a los siguientes calculos.

El céalculo de la evolucion de temperatura en el punto mas caliente del mo-
delo, dadas diferentes concentraciones de nanoparticulas, proporcioné los datos
que se representan en la Figura 4.11.

Aqui, se ha visto que el modelo predice que una concentracién de 10 ug/mL
en el tejido seria suficiente para alcanzar la temperatura necesaria para la tera-
pia fototérmica, sin embargo, una aplicacién sin nanoparticulas seria capaz de
elevar la temperatura en mas de 1.5 °C, lo cual indica que en un tejido més
absorbente, como por ejemplo la epidermis, podria causar quemaduras. En este
contexto, seria posible buscar un punto intermedio entre potencia irradiada y
concentracién de nanoparticulas que permitiese llevar a cabo el tratamiento sin
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lesionar el tejido sano.
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Figura 4.10: Evolucion de la temperatura del modelo cuando no se aplica irradiancia
laser.
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Figura 4.11: Evolucion de las temperaturas calculadas en el punto mdas caliente del
modelo con concentraciones entre 10 y 100 pug/mL irradiando el centro a 4 W/cm?.
Se senala con lineas horizontales los 41 y 43 °C, correspondientes con el rango de
temperatura deseable para el tratamiento fototérmico.
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En la Figura 4.12 se ve en detalle la evolucién de la temperatura cuando no
se aplican nanoparticulas al tejido.

Cabe tener en cuenta las limitaciones del modelo: el calculo realizado tien-
de a maximizar la eficiencia de las nanoparticulas, ya que toma como seccién
transversal de absorcion el pico del espectro de estas, sin tener en cuenta su
angulo respecto al laser. Aun asi, la geometria de las nanoestrellas ayuda a que
la probabilidad de encontrar este valor sea mayor, dadas las miltiples puntas
que presentan. Otro aspecto a destacar es que no se ha tomado en cuenta la
dispersion de la luz, por lo que la cantidad de irradiancia que alcanza los puntos
mas profundos del modelo es mayor.
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Figura 4.12: Evolucion de la temperatura calculada en el punto mds caliente del modelo
irradiando el centro a 4 I/V/cm2 cuando no se antaden nanoparticulas al tejido.

Adicionalmente, se llevé a cabo un andlisis de las temperaturas méximas
alcanzadas en secciones horizontales de la geometria a varias profundidades,
utilizando una concentracién de 10 ug/mL de nanoparticulas y 4 W/cm? du-
rante 300 segundos. Este estudio se refleja en la Figura 4.13, que ilustra cémo
varia la temperatura en el volumen estudiado a distintas profundidades debido
a la atenuacion de la potencia irradiada y a la diferente efectividad de los me-
canismos de disipacién. En este caso, se puede ver que inicamente una pequena
porcién del tumor alcanzaria una temperatura adecuada para obtener efectos te-
rapéuticos. De nuevo, se podria optimizar la eficiencia del tratamiento mediante
un estudio de la potencia y la concentracién, asi como valorando la posibilidad
de llevar a cabo varias irradiaciones a lo largo del tumor. El modelo desarrollado
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permitiria llevar a cabo estos estudios una vez calibrado debidamente.
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Figura 4.13: Temperaturas mdzimas alcanzadas en secciones horizontales del modelo
a distintas profundidades utilizando 10 pg/mL y 4 W/em? durante 300 sequndos.

Por tultimo, se aprovechd el entorno tridimensional de COMSOL para generar
vistas 2D del tejido, como se puede ver en la Figura 4.14.
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Figura 4.14: Vistas 2D de la temperatura alcanzada por el modelo utilizando 10 pg/mL
y 4 W/em? durante 5 minutos. Escala en °C.
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4.3.3. Conclusiones

En conclusion, esta seccidon ha representado un paso significativo en la ex-
pansién del modelo de elementos finitos utilizado para simular el calentamiento
de nanoparticulas en suspensién. La introduccion del médulo de biocalor basado
en el modelo de Pennes ha permitido una representacion realista de los procesos
de transferencia de calor en el tejido bioldgico, teniendo en cuenta la perfusion
sanguinea y otros factores dindmicos. El modelo, basado en la bibliografia, se
ha adaptado a los parametros obtenidos en los anteriores capitulos.

Los analisis de la distribucion de la temperatura del tejido, tanto a lo largo
del tiempo como a diferentes profundidades, han arrojado informacion valiosa
sobre la eficacia potencial de la terapia fototérmica. Aunque se ha identificado
que sé6lo una pequena regién del tumor alcanza una temperatura suficiente, se
puede proponer otros métodos e investigarlos utilizando el mismo modelo gracias
a su versatilidad.

Sin embargo, este modelo requiere de futuras validaciones y calibraciones
mediante datos experimentales para garantizar su precision y su utilidad en
aplicaciones clinicas. Aun asi, esta seccién propone una base para un mayor
entendimiento y desarrollo de las terapias fototérmicas in vivo, ofreciendo una
herramienta para la exploraciéon y optimizacién de estrategias de tratamiento
en un entorno simulado.

Bibliografia

Arduino (2023). Arduino uno rev3. https://store.arduino.cc/products/
arduino-uno-reva3.

Aznar, E., Mondragén, L., Ros-Lis, J. V., Sancenén, F., Marcos, M. D.,
Martinez-Maéniez, R., Soto, J., Pérez-Pay4, E., and Amords, P. (2011). Finely
tuned temperature-controlled cargo release using paraffin-capped mesoporous

silica nanoparticles. Angewandte Chemie International Edition, 50:11172—
11175.

Breslow, A. (1970). Thickness, cross-sectional areas and depth of invasion in
the prognosis of cutaneous melanoma. Annals of Surgery, 172:902-908.

Carrese, B., Cavallini, C., Sanita, G., Armanetti, P., Silvestri, B., Cali, G., Pota,
G., Luciani, G., Menichetti, L., and Lamberti, A. (2021). Controlled release of
doxorubicin for targeted chemo-photothermal therapy in breast cancer hs578t

cells using albumin modified hybrid nanocarriers. International Journal of
Molecular Sciences, 22:11228.

174 de 194


https://store.arduino.cc/products/arduino-uno-rev3
https://store.arduino.cc/products/arduino-uno-rev3

Capitulo 4. Desarrollo de equipamiento y modelos para aplicaciones in vivo

COMSOL (2023). Comsol multiphysics simulation software. https://www.
comsol.com/comsol-multiphysics.

Gheflati, B. and Naghavi, N. (2019). Optimization of laser power for laser-
induced hyperthermia in the presence of nanoparticles using matlab and com-
sol multiphysics. pages 1787-1792. IEEE.

Gheflati, B. and Naghavi, N. (2020). Computational study of nanoparticle assis-
ted hyperthermia in tumors embedded with large blood vessels. International
Journal of Heat and Mass Transfer, 151:119415.

Guerrero-Martinez, A., Barbosa, S., Pastoriza-Santos, 1., and Liz-Marzén, L.. M.
(2011). Nanostars shine bright for you. Current Opinion in Colloid & Inter-
face Science, 16:118-127.

Melexis  (2023). Far infrared thermal sensor array (32x24 res)
mlx90640. https://www.melexis.com/en/product/mlx90640/
far-infrared-thermal-sensor-array.

Microchip (2023a).  Atmega328p.  https://www.microchip.com/en-us/
product/atmega328p.

Microchip (2023b). Mcp4725 12-bit single output dac w/eeprom and i2¢. https:
//www.microchip.com/en-us/product/mcp4725.

Minati, L., Benetti, F., Chiappini, A., and Speranza, G. (2014). One-step synthe-
sis of star-shaped gold nanoparticles. Colloids and Surfaces A: Physicoche-
mical and Engineering Aspects, 441:623-628.

Mooney, R., Schena, E., Saccomandi, P., Zhumkhawala, A., Aboody, K., and
Berlin, J. M. (2017). Gold nanorod-mediated near-infrared laser ablation:
in vivo experiments on mice and theoretical analysis at different settings.
International Journal of Hyperthermia, 33:150-159.

Ringborg, U., Andersson, R., Eldh, J., Glaumann, B., Hafstrém, L., Jacobsson,
S., Jonsson, P.-E., Johansson, H., Krysander, L., Lagerlof, B., and Group, S.
M. S. (1996). Resection margins of 2 versus 5 cm for cutaneous malignant
melanoma with a tumor thickness of 0.8 to 2.0 mm: A randomized study by
the swedish melanoma study group. Cancer, 77:1809-1814.

Sazgarnia, A., Naghavi, N., Mehdizadeh, H., and Shahamat, Z. (2015). Inves-
tigation of thermal distribution for pulsed laser radiation in cancer treat-
ment with nanoparticle-mediated hyperthermia. Journal of Thermal Biology,
47:32-41.

Shurrab, K., Kochaji, N., and Bachir, W. (2017). Development of temperature
distribution and light propagation model in biological tissue irradiated by 980
nm laser diode and using comsol simulation. Journal of Lasers in Medical
Sciences, 8:118-122.

175 de 194


https://www.comsol.com/comsol-multiphysics
https://www.comsol.com/comsol-multiphysics
https://www.melexis.com/en/product/mlx90640/far-infrared-thermal-sensor-array
https://www.melexis.com/en/product/mlx90640/far-infrared-thermal-sensor-array
https://www.microchip.com/en-us/product/atmega328p
https://www.microchip.com/en-us/product/atmega328p
https://www.microchip.com/en-us/product/mcp4725
https://www.microchip.com/en-us/product/mcp4725

Capitulo 4. Desarrollo de equipamiento y modelos para aplicaciones in vivo

Shurrab, K. M. and El-Daher, M. S. (2014). Simulation and study of tempera-
ture distribution in living biological tissues under laser irradiation. Journal
of lasers in medical sciences, 5:135-9.

Skin Cancer Foundation (2023).  Melanoma warning signs.  https:
//www.skincancer.org/skin-cancer-information/melanoma/
melanoma-warning-signs-and-images/.

Soni, S., Tyagi, H., Taylor, R. A., and Kumar, A. (2014). Investigation on
nanoparticle distribution for thermal ablation of a tumour subjected to na-
noparticle assisted thermal therapy. Journal of Thermal Biology, 43:70-80.

Testo (2023). Testo 875-1i - cAmara termografica. https://www.testo.com/
es-CL/testo-875-11/p/0563-0875-V1.

Tew, L. S., Lee, T.-H., Lo, L.-W., Khung, Y. L., and Chen, N.-T. (2022). Apta-
merized silica/gold nanocapsules for stimulated release of doxorubicin through
remote two-photon excitation. International Journal of Smart and Nano Ma-
terials, 13:79-99.

Texas Instruments (2023). Opab49s amplificador operacional de alto voltaje
y alta corriente, con excelente oscilacién de salida. https://www.ti.com/
product/es-mx/0PA549/part-details/0PA549S.

Wissler, E. H. (1998). Pennes’ 1948 paper revisited. Journal of Applied Physio-
logy, 85:35—41.

Xu, Y., Long, S., Yang, Y., Zhou, F., Dong, N., Yan, K., Wang, B., Zeng, Y., Du,
N., Li, X., and Chen, W. R. (2019). Mathematical simulation of temperature
distribution in tumor tissue and surrounding healthy tissue treated by laser
combined with indocyanine green. Theoretical Biology and Medical Modelling,
16:12.

Yamashita, S., Fukushima, H., Niidome, Y., Mori, T., Katayama, Y., and Nii-
dome, T. (2011). Controlled-release system mediated by a retro diels-alder
reaction induced by the photothermal effect of gold nanorods. Langmuir,
27:14621-14626.

176 de 194


https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/melanoma/melanoma-warning-signs-and-images/
https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/melanoma/melanoma-warning-signs-and-images/
https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/melanoma/melanoma-warning-signs-and-images/
https://www.testo.com/es-CL/testo-875-1i/p/0563-0875-V1
https://www.testo.com/es-CL/testo-875-1i/p/0563-0875-V1
https://www.ti.com/product/es-mx/OPA549/part-details/OPA549S
https://www.ti.com/product/es-mx/OPA549/part-details/OPA549S

Capitulo 5

Desarrollo de un dispositivo
basado en LED de alta
potencia para optogenética

En este capitulo se presenta el desarrollo de un dispositivo basado en LED
de alta potencia para la estimulacién in vitro o in vivo de tejidos superficiales,
que se ha denominado OSIVE HI, y es capaz de irradiar simultdneamente cuatro
muestras con hasta 10 mW/mm? a 463 nm (color azul) en un circulo de 6.6 mm
por cada muestra.

El dispositivo se ha validado mediante la estimulaciéon de neuronas cortica-
les modificadas genéticamente para expresar el canal de cationes fotoactivable
canalrodopsina-2 (ChR2), y midiendo el flujo de Ca?* hacia el interior de las
neuronas.

Este dispositivo se disené especificamente para ser introducido en la camara
de un microscopio confocal comercial, irradiando las muestras desde la parte
superior y realizando las medidas desde la parte inferior, de forma que los efectos
de la estimulacién pueden ser medidos en tiempo real. Ademas, el dispositivo se
controla de forma inaldmbrica mediante una aplicacién de Android, reduciendo
el nimero de cables que son necesarios y mejorando su flexibilidad para cambiar
los parametros de irradiacion.
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5.1. Metodologia

El hardware, tal como se puede ver en la Figura 5.1, se disené para encajar
en la parte superior de una placa de muestras de 24 pocillos estandar e irradiar
4 pocillos sin mas mecanismos de sujecién, teniendo en cuenta una restricciéon
de un grosor maximo de 1.5 cm para que todo el set pudiese ser introducido en
la cdmara del microscopio Leica TCS-SP8 (Leica microsystems, 2023).

Figura 5.1: Render del dispositivo OSIVE HI.

Para ello se iterd varias veces en el diseno hasta conseguir una reduccién en el
tamano de la electrénica y la éptica, escogiendo entre maximizar la irradiancia
o la disipacién de calor, siendo la ultima la que menos espacio pudo recibir para
alcanzar el objetivo.

Con la finalidad de simplificar la operacién del equipo, el sistema se debia
comunicar por Bluetooth, requiriendo una aplicacién de Android hecha a medida
y alojada en un teléfono inteligente, donde se podrian fijar los pardmetros de la
irradiaciéon y enviarse al hardware para llevar a cabo el experimento.

A continuacién se detallardn las partes que componen el hardware y el soft-
ware para completar el equipo.
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5.1.1. Diseno electrénico

El diseno se separd en dos partes, digital y analdgica, como se puede obser-
var en el diagrama de bloques de la Figura 5.2. El nticleo de la parte digital
es un médulo con un microcontrolador ESP-WROOM-32U (ESP32) (Espressif
Systems, 2023), que integra un médulo Bluetooth para el control inaldmbrico de
los parametros de estimulacién. Este médulo de ESP32 también contiene pines
accesibles con capacidad de comunicacién mediante puertos UART, SPI e 12C,
ademads de propdsito general. El puerto UART se conect a un circuito integrado
FTD232RQ para permitir la programacion del sistema mediante USB y la co-
municacién serie para la depuracién del firmware (FTDI Chip, 2023), mientras
que el puerto SPI se conecté a un convertidor digital a analégico (DAC).

DIGITAL BLOCK ANALOG
BLOCK |

| -

MCU
with BLE and UART Overheat signal

= o| FTDI —] capabilities B

UART

Figura 5.2: Diagrama de bloques del disenio del dispositivo. Este se programa mediante
USB y se controla mediante Bluetooth con una aplicacion de Android. La parte digital
consiste en un mddulo ESP-WROOM-32U que controla un DAC de 12 bits cuyas
salidas sirven como referencia para la entrada del bloque analdgico, consistente en
cuatro convertidores de tension a corriente que proveen alimentacion a cuatro LEDs
de alta potencia.

Para el DAC se seleccion6 el integrado MAX5725, un dispositivo SPI con 12
bits de resolucién que se usd para generar la referencia de voltaje para la parte
analdgica (Analog Devices, 2023). Este DAC también tiene pines adicionales de
reinicio y habilitacion de las salidas analégicas que seran utiles para la generacion
de patrones de estimulacién. De este DAC se utilizaron cuatro canales, ya que
el dispositivo tenia que alimentar cuatro LEDs.

En la parte analégica, la referencia generada por el DAC pasa a través de un
divisor de tensién hasta la entrada positiva de un amplificador operacional con
alta corriente de salida OPA567 (Texas Instruments, 2023). Este operacional se
configura en una topologia de convertidor de tensién a corriente para alimentar
un LED, como se ve en la Figura 5.3., y esta topologia se cuadruplica. Cada
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canal es capaz de dar hasta 2 A a la salida segin la funcién de transferencia (5.1).
El OPA567 dispone de pines digitales adicionales para habilitar la salida y para
avisar de que el control de corriente o temperatura maximas han alcanzado el
umbral. Estos pines se conectan al ESP32 para mejorar el control y la seguridad
del sistema.

TOESP-WROOM-32

R1
D— + .
DAC_VREF RzE C1J_

Power-N

IC2

OPASETAIRHGR

- S1CH-353545

" R4 - -

R3 R6

Figura 5.3: Esquema electronico del circuito convertidor de tension a corriente para
uno de los cuatro canales del dispositivo.

R R R
(R R) wl e

o (5.1)

El sistema se alimenta con una fuente de alimentacién de 5 Vy 9 A a través
de un cable flexible con conectores Molex de 10 pines (Molex, 2023).

5.1.2. ()ptica y optoelectronica

Las células que debian irradiarse se siembran en el fondo de los pocillos
de una placa estandar de 24 pocillos, y se modifican genéticamente para ser
sensibles a la luz azul, con su pico de sensibilidad en 470 nm (Zhang et al.,
2007). En el diseno se intenté proveer un estimulo uniforme independientemente
de donde se situase la célula en el pocillo. Adicionalmente, la luz del LED debia
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cubrir una porcién significativa del fondo del pocillo sin pérdidas de irradiancia
debido a reflexiones o refracciones en los bordes del pocillo. El fondo descrito
tiene un radio de 7.91 mm, asi que se propuso un objetivo de irradiar un circulo
de 6.5 mm de radio, considerando que, junto con las tolerancias, el resultado
seria de un radio un poco mayor.

El LED escogido es el modelo SICH-353545, un LED de potencia azul a
463 nm en un encapsulado de montaje superficial (SMD), del fabricante Seoul
Semiconductor (Seoul Semiconductor, 2023). Se escogié sobre otros LEDs de
alta potencia disponibles comercialmente por su longitud de onda, su eficiencia
luminica, y el encapsulado.

EI LED dispone de una lente que da un dngulo de salida 6ptica 26, /5 de 120
grados, que deberd ser colimado para limitar el area irradiada. Una soluciéon
anadiendo una tinica lente daba lugar a una lente comercial que excedia el radio
del pocillo, por lo que debia situarse por encima, y dada la restriccién espacial
de un grosor de 15 mm para todo el sistema, esta posibilidad fue descartada.
De esta forma, se disend el sistema Optico para contener dos lentes, como se
ve en la Figura 5.4, con una méas pequena cerca del LED y otra mas grande,
cuyo radio seguia siendo menor al pocillo, para finalizar la colimacién del haz
en el tamano objetivo. Dadas las distintas lentes disponibles comercialmente, se
calcul6 su distancia al LED segtn la ecuacién (5.2), de forma que toda la luz
que saliese del LED cayese sobre el radio de la primera lente, lo cual dio lugar
a seleccionar una lente de 3 mm de radio r y con una distancia focal F'1 de 6
mm, y que debia separarse del LED con una distancia L1 de 1.73 mm.

_F1
F2

Figura 5.4: Diseio del sistema dptico.

= 1,73mm (5.2)
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A esta distancia, el dngulo con el que la luz incide sobre el borde de la lente
(a) es complementario al semidngulo de salida 6ptica 012, esto es, a = 30°. En
el siguiente paso, en la ecuacién (5.3) se calcula el dngulo b que deberfa formar
la luz que llega desde el punto focal para ser totalmente colimada.

F1 6
— ein—1 — aim—1 _ o
b = sin <12 = r2> = sin <6,71) = 63,43 (5.3)

Mediante la resta de los dngulos a y b, en (5.4) se calcula la diferencia angular
entre la luz perfectamente colimada y el dngulo de divergencia que debia ser
corregido tras la primera lente.

c=b—a=23343° (5.4)

Como este dngulo de divergencia (c) resulta similar al dngulo a, se podia
considerar que la segunda lente ve la fuente de luz como si se situase muy cerca
del punto focal de la primera lente, F'1, de forma que era necesaria una segunda
lente con una distancia focal F'2 tal que la separacién entre la segunda y la
primera lente permitiese a la divergencia b ampliar el haz lo suficiente para
lograr el radio objetivo. Con esto en mente, se halla una primera restriccién:
seleccionar una lente con una distancia focal mayor a la de la primera lente maés
su grosor. Dadas las lentes comercialmente disponibles, se seleccioné una lente
de 15 mm de didmetro con una distancia focal de 10 mm. En la ecuacién (5.5)
se calcula que la superficie irradiada resultante con este sistema 6ptico estuviese
cerca del drea objetivo, 132.7 mm?

S =m- (10 mm - tan(33,43°))? = 136,9 mm? (5.5)

Las especificaciones del LED indican que tiene una potencia radiada nominal
de 660 mW a 350 mA y una corriente méxima de 1.2 A. Dada esta corriente
maxima y observando su curva caracteristica de potencia radiada relativa versus
corriente directa como se ve en la Figura 5.5, se puede lograr radiar hasta 2.9
veces la potencia nominal. Esta potencia se distribuye en el fondo del pocillo
como se calculé anteriormente en un drea de 136.9 mm?, dando lugar a una
irradiancia maxima de 13.98 mW/mm?.
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Figura 5.5: Curva caracteristica de potencia radiada relativa versus corriente directa
para el LED utilizado en el diseno. Hoja de datos S1CH-3535450003-00000000-00001
de Seoul Semiconductor, https: //docs. rs—online. com/ d1d9/0900766b8169aefb.
pdf consultada el 27 de Septiembre de 2023.

Con esto, se resolvié el diseno del sistema éptico, resultando en una lente con
una distancia focal de 6 mm y un radio de 3 mm, junto con una segunda lente
de distancia focal 10 mm y radio 7.5 mm. La primera debe separarse del LED
1.73 mm, y la segunda 5.73 mm de la primera. Ambas lentes se encapsularon
en una pieza tridimensional impresa en PLA y disenada teniendo en cuenta los
calculos y las distancias resultantes de las ecuaciones, como se observa en la
Figura 5.6. Las lentes se acoplaron a esta pieza por presién.

5.1.3. Software y App

El firmware del ESP32 se programé para activar y transmitir la senal Blue-
tooth. Después, espera a recibir una conexién desde la App. Cuando se recibe
una secuencia completa de parametros, estos se analizan y guardan para llevar
a cabo una accién. Las acciones pueden ser: parar la irradiacién, en cuyo caso
se deshabilita la salida de los amplificadores operacionales y se reinicia la salida
del DAC; o iniciar una nueva irradiacién, poniendo los temporizadores a cero,
activando las interrupciones de los temporizadores para contar el tiempo confi-
gurado, y poniendo en el DAC los pardmetros de tensién recibidos. Después, se
habilita la salida del DAC y de los amplificadores operacionales. Cualquiera de
los cuatro LEDs puede ser habilitado o deshabilitado por el usuario.
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Figura 5.6: Render de la implementacion del sistema optico y su encapsulado, mos-
trando el LED en la parte superior, la primera y la seqgunda lente.

Los valores que configuran la interrupcion de los temporizadores se calculan a
partir del tiempo de pulso encendido y tiempo de pulso apagado que configura el
usuario. Al inicio de la estimulacion, la salida del DAC se configura a la referencia
de tensién necesaria, y se habilita el temporizador para lanzar eventos una vez el
tiempo de pulso encendido ha transcurrido. Dado este evento, el DAC se reinicia
para detener la estimulaciéon momentaneamente, y se configura el temporizador
para lanzar otro evento una vez transcurrido el tiempo de pulso apagado. Este
ciclo se repite el nimero de veces que el usuario haya configurado en la App,
dando lugar a un tren de pulsos cuadrados con un ciclo de funcionamiento
configurable. Una vez alcanzado el nimero de repeticiones la estimulacién se
detiene durante un tiempo de descanso, después del que vuelve a comenzar el
ciclo, repitiendo ciclos y tiempos de descanso hasta un nimero de iteraciones.
Los parametros de tiempo de descanso y nimero de iteraciones también son
configurables mediante la App.

La App se programé en App Inventor 2 del MIT (Massachusetts Institute of
Technology , 2023) para Android SDK 31 (Android 12.0) y su interfaz principal
se puede ver en la Figura 5.7. Cuando se presiona el botén Scan & Select, la App
lista todas las conexiones Bluetooth cercanas que se encuentran disponibles, y
el usuario puede seleccionar a cudl conectar. Por razones practicas, el ESP32
transmite un nombre de conexién facilmente identificable. Una vez el dispositivo
se selecciona, el usuario debe presionar el botéon Connect, que establecerd la
conexion y confirmard su éxito cambiando el texto Status a Connected. Esta
confirmacién se valida internamente mediante el intercambio de cadenas de texto
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preprogramadas entre la App y el dispositivo.

Figura 5.7: Captura de pantalla de la App de Android que controla el dispositivo.

En el siguiente paso, el usuario debera introducir los pardmetros del expe-
rimento. La irradiancia se limita entre 0 y 10 mW/mm?, y los pardmetros de
temporizador definen el tiempo de estimulacién y de relajacion de cada pulso, el
nimero de pulsos que componen un tren de pulsos, el tiempo de descanso entre
trenes de pulsos, y el niimero de iteraciones que se llevaran a cabo todos estos
pasos. Los efectos de cada parametro sobre la salida del sistema se representan
en la Figura 5.8.

Con los botones deslizantes LED1-LED4, el usuario selecciona cual de los
LEDs se va a encender. Finalmente, el botén Start debe ser presionado. Si no
ocurre ningun error, en cuyo caso se mostraria un mensaje informando del tipo
de error, el ESP32 debera iniciar la estimulacién. Para detener la estimulacion
en cualquier momento, en caso de que sea necesario, el usuario podra presionar
el botén Stop.
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Figura 5.8: Representacion de los pardmetros de estimulacion optogenética controlados
por la App.

5.1.4. Preparacién experimental

El dispositivo OSIVE HI se probé antes de los experimentos in vitro para
asegurar su correcto funcionamiento. Para ello, se midié la irradiancia en 5 pun-
tos distintos del haz luminico (centro, extremos del eje horizontal y extremos del
eje vertical) con un dispositivo basado en un fotodiodo previamente calibrado
(Beltrén-Morte et al., 2021), mientras se situaba el OSIVE HI a la misma distan-
cia del sensor que del fondo de un pocillo de una placa de 24 pocillos. Ademas,
se midié el area irradiada para asegurar que el disenio éptico era adecuado.

Para los experimentos in vitro, se aislaron neuronas corticales del cortex
neuronal de ratas E-15 Sprague-Dawley. Los procedimientos experimentales que
conllevan la experimentacién con animales fueron previamente aprobados por
el Comité de Cuidado y Uso de Animales del Centro de Investigacién Principe
Felipe (Procedimiento aprobado 2018/VSC/PEA/0058). En resumen, el cértex
cerebral se descompuso mecanicamente para facilitar la separacién de neuro-
nas mediante enzimas usando tripsina-EDTA (0.05 %, 25300054, Gibco) a 37
°C durante 10 minutos. Posteriormente se utilizé DMEM con alta glucosa (Cy-
tiva HyClone™, Thermo Fisher) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(FBS) y 100 pg/mL de penicilina/estreptomicina (P/S) para diluir la tripsina.
Después, las células se filtraron usando un colador estéril de 70 um (Corning
Falcon ™) y sembradas directamente en los fondos de los pocillos revestidos de
poli-L-lisina (PLL) de una placa de 24 pocillos (Cellvis; Mountain View, CA;
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#P24-0-N). Después de 24 horas de incubacién a 37 °C y 5% de COa, el medio
se reemplazé por Neurobasal suplementado con 1X B27 (Gibco), 50 mM Glu-
tamax (Gibco) y 100 pug/mL P/S. La expresién ectdpica de la proteina ChR2
en las neuronas corticales se logré aniadiendo el vector AAV9 (pAAV-CaMKIIa-
hChR2 (H134R)-mCherry; Addgene #26975) una semana después del sembra-
do, con 10° unidades de transduccién por célula. Simultdneamente, se suministré
el indicador de calcio GCaMP6f genéticamente codificado mediante otro vector
AAV9 (pAAV-Syn-GCaMP6{-WPRE-SV40; Addgene #100837).

Durante el experimento se midi6 la fluorescencia en las neuronas corticales,
modificadas genéticamente para sobreexpresar el indicador de calcio GCaMP6f
y ChR2-mCherry, excitdndolas a 475 nm y midiendo a 535 nm con el siste-
ma del microscopio confocal mientras, simultdneamente, se estimulaban con el
dispositivo OSIVE HI (1, 5 y 10 mW/mm?, pulsos de 10 ms cada 90 ms, du-
rante 15 segundos y con 15 segundos de descanso, a 463 nm). La adquisicién de
imégenes se llevo a cabo cada 0.436 segundos hasta acumular 2 segundos. La
senal de fluorescencia para cada célula positiva se analizé usando el procesador
de imagen ImageJ y se graficaron como el incremento de la fluorescencia tras la
estimulacién (F) frente a la seflal basal tomada antes de la estimulacién (F0).

5.2. Resultados y discusion

Las medidas de OSIVE HI dieron como resultado una irradiancia con una
desviacién méxima de £ 0.5 mW/mm? en todo el rango de funcionamiento. El
area irradiada correspondia a un circulo de radio 6.6 = 0.2 mm, lo cual supone
que se irradia el area objetivo con una irradiancia aproximada a la configurada
y con suficiente homogeneidad.

Se estudiaron las dindmicas de calcio durante la estimulacién en tiempo real
basandose en el incremento de la fluorescencia de color verde que otorga el
indicador de calcio GCaMP6f codificado genéticamente (bajo el control de un
promotor neuronal, Synapsin), con adquisicién de imagen confocal simultanea.

Las células optoestimuladas consisten en neuronas corticales que expresan
el canal de cationes optoactivable canalrodopsina-2 (ChR2) bajo el control de
un promotor neuronal (CAMKIIa). El grupo no estimulado corresponde con
neuronas sin modificaciones y no expuestas a estimulacién. La estimulacion de
luz azul (BL) se llevé a cabo usando 5 0 10 mW/mm? en pulsos de 10 ms cada 90
ms comenzando 5-15 segundos después del inicio de la adquisiciéon de imagen. El
incremento en la fluorescencia se puede apreciar en las células optoestimuladas
en ambos casos de intensidad, pero no en las células no estimuladas (Figura
5.9A, flechas blancas). La senal de fluorescencia verde relativa del indicador de
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calcio revela que a mayor intensidad, mayor es el pico de calcio alcanzable por
las neuronas modificadas (Figura 5.9B). Durante el periodo de adquisicién se
puede observar una reduccién gradual de la senal de fluorescencia en todas las
condiciones del experimento. Esto puede deberse al fotobleaching causado por la
exposicion continua a la luz, un fenémeno comtinmente reconocido en el uso de la
proteina fluorescente GCaMP6f (Li et al., 2019). En consecuencia, los hallazgos
de este experimento sugieren que la estimulacién con luz azul es necesaria para
inducir la entrada de calcio y que su intensidad influye en la magnitud del pico
de calcio alcanzada por las neuronas modificadas.
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Figura 5.9: Imagenes de las dindmicas de calcio tomadas simultdneamente durante la
fotoestimulacion de ChR2. Se estimularon neuronas corticales de fetos de ratas modifi-
cadas genéticamente para expresar la proteina fotoestimulable canalrodopsina-2 (ChR2)
con 1,5y 10 mW/mm2 segun se indica, usando pulsos de luz azul durante 10 ms cada
90 ms empezando 5-15 sequndos (representados por los puntos azules sobre la linea
negra de cada grdfico) después del inicio de la adquisicion de imagen. El indicador de
calcio genéticamente codificado GCaMPG6f se utilizé para detectar el calcio (serial verde
en A). (A) Cuadros de time-lapse confocal para cada condicion indicada, sin estimu-
lacidn o con optoestimulacion a baja (5 mW/mm?) y alta irradiancia (10 mW/mm?).
(B) La estimulacion con luz azul de las neuronas que expresan ChR2 resultd en picos
de calcio que se pudieron medir mediante el incremento de la serial de fluorescencia
verde. El grdfico superior ilustra la senal de fluorescencia verde relativa en células in-
dividuales durante la estimulacion con luz azul, en ausencia del indicador de calcio
sirviendo como senal basal. Los siguientes grdaficos muestran la senal de fluorescencia
verde relativa cuantificada en células individuales en condiciones de mo estimulacion
(en negro) y en condiciones de estimulacion (en azul).

5.3. Conclusiones

Se ha desarrollado un dispositivo optoelectrénico consistente en cuatro LEDs
de 463 nm con una potencia méxima de irradiancia de 10 mW/mm? cada uno.
Este dispositivo se controla mediante una App de Android desarrollada especifi-
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camente para esta aplicacion, que permite el control preciso de la estimulacion
de neuronas modificadas genéticamente.

El dispositivo se disené para ser muy compacto, de forma que se pudiese
introducir en la cdmara de un microscopio confocal y asi poder llevar a cabo
las adquisiciones de senales de fluorescencia en tiempo real, lo cual es de gran
interés para conocer en profundidad el funcionamiento y la labor de las células.

Cuando se compara el dispositivo con otros previamente existentes, basados
en LED, este los supera en potencia y en integracién, logrando grandes niveles
de irradiancia en un tamano reducido. Comparado con dispositivos laser, los
niveles de irradiancia son menores, sin embargo el dispositivo OSIVE HI es
capaz de irradiar areas mayores, lo cual es deseable para la investigacién con el
microscopio confocal, ya que las neuronas se encuentran distribuidas por todo
el fondo del pocillo.

Algunas desventajas del dispositivo son su incapacidad de usar longitudes
de onda distintas inmediatamente. Para ello, cabria sustituir los LED mediante
soldadura, lo cual reduce su flexibilidad para llevar a cabo otros experimentos.
Ademss, el dispositivo todavia requiere de un cable para su alimentacién, que
podria ser sustituido por un sistema de bateria que mantuviese las especifica-
ciones de tamano y corriente, logrando que sea completamente inaldmbrico.

A pesar de ello, este dispositivo tiene un gran potencial en el campo de
la terapia regenerativa, ya que permite controlar con precisién las funciones
celulares, y puede ayudar al desarrollo de nuevos tratamientos para una gran
variedad de enfermedades neuroldgicas.
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Conclusiones generales

En este trabajo de investigacién se han abordado diversas areas de estu-
dio relacionadas con la terapia fototérmica y el control de funciones celulares
mediante dispositivos optoelectrénicos. A través de los distintos capitulos, se
han logrado avances significativos que aportan una comprensién mas profunda
y abren nuevas perspectivas en este campo en constante evolucién.

En el capitulo inicial, se destacé el desarrollo de un dispositivo programable
para experimentacién en terapias fototérmicas. Este dispositivo, con su capaci-
dad de control de potencia ldser, tiempos de irradiacién, posicionamiento au-
tomatico y monitorizaciéon de temperatura, puede ser una herramienta de gran
utilidad para la investigacién en esta drea. Ademads, su aplicacién en experi-
mentos in vitro ha proporcionado pruebas convincentes de la efectividad del
tratamiento fototérmico en la eliminacién de células cancerosas.

En el siguiente capitulo, se exploré la simulacién mediante el Método de Ele-
mentos Finitos (MEF) para modelar y analizar las propiedades de nanoparticu-
las, como NanoRods y NanoEstrellas, asi como sus suspensiones en agua. Este
enfoque computacional ha permitido comprender mejor las interacciones de es-
tas nanoparticulas y sus aplicaciones potenciales en terapia fototérmica y otros
campos relacionados.

Posteriormente, se ha establecido un ecosistema integral que comprende equi-
pos disenados para llevar a cabo experimentos in vivo y un modelo compu-
tacional destinado a investigar y optimizar las terapias fototérmicas en tejidos
biol6gicos. Sin embargo, estos elementos no pudieron ser sometidos a una vali-
dacién completa debido a las limitaciones de este &mbito de aplicacién.

Otro logro destacado ha sido el desarrollo de un dispositivo optoelectréni-
co altamente integrado, que consta de LEDs de alta potencia y una App de
control personalizada. Este dispositivo ha demostrado su eficacia en la estimu-
lacion optogénetica de neuronas modificadas genéticamente, lo que tiene un gran
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optogenética

potencial en el &mbito de la terapia regenerativa y la investigacién neurolédgica.

En conjunto, estos avances respaldan la promesa de la terapia fototérmica
como un enfoque terapéutico. Se ha avanzado en la comprensiéon de los meca-
nismos de acciéon de las nanoparticulas y se ha demostrado su capacidad para
eliminar células cancerosas in vitro. Ademsds, la disponibilidad de un dispositivo
de estimulacion optogénetica ha facilitado significativamente la realizacién de
experimentos mas controlados y la obtencién de datos en tiempo real.

Sin embargo, es importante sefialar que estos logros representan tinicamente
un punto de partida. Se requiere de trabajo adicional para validar y refinar los
dispositivos y modelos desarrollados y explorar sus aplicaciones clinicas poten-
ciales. El potencial de la terapia fototérmica y la regeneracion de tejido median-
te dispositivos optoelectrénicos es prometedor, y ofrece la esperanza de futuros
avances en el tratamiento de enfermedades.

194 de 194



	Agradecimientos
	Resumen
	Resum
	Abstract
	Introducción
	Terapias fototérmicas dirigidas al tratamiento del cáncer de piel
	Antecedentes
	Sobre el cáncer: el proceso de carcinogénesis
	Estadísticas
	Efectos en el anfitrión
	Métodos de diagnóstico
	Cáncer de piel: definición, tipos y factores de riesgo
	Tratamientos
	Nanopartículas aplicadas a terapias contra el cáncer
	Mecanismos de acción de la terapia fototérmica
	Métodos para lograr la hipertermia
	Dispositivos optoelectrónicos en terapias fototérmicas
	Modelos y predicción de terapias fototérmicas
	Terapias fototérmicas y nanopartículas en la clínica
	Objetivos

	Optogenética
	Antecedentes
	Lesiones del tejido nervioso: breve revisión
	Técnicas de regeneración del tejido nervioso
	Tipos de opsinas y su implementación
	Dispositivos optoelectrónicos en optogenética
	Aplicaciones de la optogenética
	Objetivos


	Desarrollo de un dispositivo para terapias fototérmicas in vitro
	Metodología
	Desarrollo del hardware
	Firmware
	Software
	Experimentos de validación

	Resultados y discusión
	Electrónica y control
	Estructura
	Software
	Experimentos con nanopartículas
	Experimentos de viabilidad celular

	Conclusiones

	Modelos de elementos finitos de nanopartículas de oro y su aplicación in vitro
	Metodología
	Introducción al cálculo de la respuesta plasmónica
	El caso de la nanopartícula
	Aplicación al modelo de elementos finitos
	Desarrollo de modelos de elementos finitos
	Experimentos con NanoEstrellas de oro

	Resultados y discusión
	Modelo de NanoRod
	Modelo de NanoEstrella
	Efectos sobre el campo eléctrico
	Resultados del modelo de suspensión de NanoEstrellas

	Conclusiones

	Desarrollo de equipamiento y modelos para aplicaciones in vivo
	Equipo de terapia fototérmica in vivo
	Métodos
	Resultados y discusión
	Conclusiones

	Segundo equipo de terapia fototérmica in vivo
	Métodos
	Resultados y discusión
	Conclusiones

	Desarrollo de un modelo de elementos finitos de un tratamiento de terapia fototérmica in vivo
	Métodos
	Resultados y discusión
	Conclusiones


	Desarrollo de un dispositivo basado en LED de alta potencia para optogenética
	Metodología
	Diseño electrónico
	Óptica y optoelectrónica
	Software y App
	Preparación experimental

	Resultados y discusión
	Conclusiones

	Conclusiones generales

