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Resumen

Medicion de temperatura por medio de sensores FBG en esferoides 3D de
cancer de mama expuestos a radiaciéon microondas

En este documento se presentan los resultados de la caracterizacion de la temperatura en
esferoides de cancer de mama expuestos a tratamientos de hipertermia (HT). La hipertermia
es una alternativa a los tratamientos convencionales para el cancer, como lo son la cirug a, la
radioterapia (RT) y la quimioterapia (QT), que tienen potenciales repercusiones funcionales,
esteticas, emocionales y psicologicas que impactan signi cativamente en la calidad de vida
de los pacientes.

Para conseguir las temperaturas requeridas en los tratamientos de hipertermia se hizo uso
de dos sistemas de radiacion por microondas. Un esquema de alta potencia basado en el uso
de un magnetron extra do de un horno microondas y otro de potencia moderada basado en
el uso de ampli cadores de estado solido. El sujeto de prueba fueron esferoides de la | nea
celular MCF-7.

Para la medicion de la temperatura fue diserada una placa de cultivo prototipo con senso-
res FBGs embebidos en sus pozos. Esta placa se construyo haciendo uso de modelado por
deposicion fundida y se caracterizo bajo condiciones controladas de laboratorio.

Como resultado de las pruebas se obtuvieron curvas de caracterizacion de temperatura ante
distintos esquemas de radiacion. El desempeno de los sensores no se vio alterado al estar
expuestos a un ambiente de fuerte interferencia electromagnetica lo que permitio poder llevar
a cabo mediciones en tiempo real. Basados en los resultados obtenidos con este sistema de
caracterizacion, se proponen modi caciones para el mejoramiento de su desempeno.

Palabras clave: Hipertermia, Sensores FBG, Cancer, Temperatura, Microondas, Cul-
tivos celulares, Esferoides celulares.



Abstract

Temperature Measurement via FBG Sensors in 3D Breast Cancer Spheroids
Exposed to Microwave Radiation

The following document presents the results of temperature characterizations in breast can-
cer cell spheroids exposed to hyperthermia (HT) treatments. Hyperthermia is an alternative
to conventional treatments of breast cancer; treatments such as surgery, radiotherapy (RT)
and chemotherapy (QT), which have potential functional, esthetic, emotional and psycholo-
gical repercussions that signi cantly impact the quality of life of patients.

To achieve an increase in temperature for HT treatments, two microwave radiation systems
were used. A high power setup based on the use of a magnetron extracted from a microwave
oven and another of moderate power based on the use of solid state ampli ers. The test
subject were spheroids from the MCF-7 cell line.

For the temperature measurement, a prototype culture plate was designed with FBGs sen-
sors embedded in its wells. This plate was constructed using fused deposition modeling and
characterized under controlled laboratory conditions.

As a result of the tests, temperature characterization curves were obtained under di erent
radiation schemes. The performance of the sensors was not a ected by being exposed to
an environment of strong electromagnetic interference, which allowed measurements in real-
time. Based on the results obtained with this characterization system, modi cations are
proposed to improve its performance.

Keywords: Hyperthermia, FBG sensors, Cancer, Temperature, Microwaves, Cell cul-
tures, cellular spheroids.
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1. Introduccon y justi cacon

En Colombia para una poblacon total de 51 109 158 personas, durante el ano 2020 el rumero
de nuevos casos de @ancer fue de 113 221. Por otra parte, se reportaron 54 987 muertes a
causa de esta enfermedad, dentro de los tipos de @ncer mas comunes se encuentra el ancer
de mama con nmas de 15 509 casos; lo que representa el 14 % de la poblacon afectada en ese
ano, a este le sigue el ancer de postata con el 13 %, el colorrectal con el 9 %, el de esbmago
con un 7% y nalmente el de pulmon con el 6 %. Esto de acuerdo con las cifras entregadas

por el observatorio nacional del ancer [1].

Figura 1-1 .: Ga co de la distribucon de los distintos tipos de @ncer presentes en los
nuevos casos reportados en el ano 2020.

Dentro de las formas mas habituales en Colombia para tratar el @ancer se encuentra la
ciruga, la terapia por radiacon (RT) y la quimioterapia (QT) [2, 3, 4, 5]. La ciruga se
encuentra limitada por las habilidades del cirujano y la ubicacon del tumor. Por otra parte
la radioterapia se encuentra limitada por la maxima dosis de radiacon que pueden tole-
rar los tejidos adyacentes al tumor. Adicionalmente, la muerte celular no se da de manera



instaninea, pudiendo durar semanas e incluso meses. Todo esto sin contar los efectos secun-
darios como: las telangiectasias, edemas, brosis y rauseas [6]. Finalmente la quimioterapia
puede presentar una serie de efectos secundarios como lo son la nefrotoxicidad, desrdenes en
la sangre, fatiga, perdida de cabello, rauseas y vomito [7]. Todos los problemas mencionados
anteriormente son causados por la falta de selectividad al tratar los tumores cancergenos.
Aunque estos tratamientos presenten resultados satisfactorios al destruir o retrasar el creci-
miento del @ncer, estos conllevan una afectacon de lasareas sanas circundantes.

Existe un tratamiento adicional conocido como la Hipertermia (HT), la cual consiste en ele-
var la temperatura en unarea del cuerpo, en un rango que vare de los 41 a los 48 Este
incremento en la temperatura es capaz de sensibilizar los tumores, por lo tanto se considera
gque la HT es un coadyuvante parala QT y la RT. En consecuencia el uso de la HT en conjun-
to con los tratamientos mencionados anteriormente puede reducir el tiempo de exposicon 0
incluso la cantidad de dosis que son empleadas durante estas terapias [7, 8]. Estudios clnicos
han demostrado que el uso combinado de la HT con la RT presentan un mejor desempefo en
cohortes de pacientes de cabeza y cuello, mama, cuello uterino y melanoma [9] a diferencia
de solo considerar tratamientos de RT.

La cuanti cacon de los efectos biobgicos producidos es fundamental para la prescripcon de
la dosis del tratamiento de HT y la prediccon de la respuesta que tenda elarea afectada
[10]. Para lograr este objetivo, es importante desarrollar un modelo de dano celular preciso
para caracterizar el proceso de muerte celular en diversas condiciones ermicas, lo que impli-
ca la necesidad de desarrollar instrumentos que permitan obtener una medicon precisa de
la temperatura.

El nmetodo seleccionado en este trabajo para lograr HT de manera local consiste en el uso
de campos electromagreticos en el rango de las microondas. Las fuentes de energa de mi-
croondas pueden perturbar los dispositivos de medicon electonicos y producir feromenos
de auto-calentamiento, resultando en lecturas de temperatura eroneas [11]. Debido a lo
anterior, para medir la temperatura fueron usados sensores opticos basados en Redes de
Difraccon de Bragg (FBGs). Estos sensores no se ven afectados por los campos electro-
magreticos y permiten tomar medidas en tiempo real [12, 13].

En otros trabajos se ha propuesto la cuanti cacon de la respuesta biobgica, basandose en
datos de supervivencia de cultivos celulares clonogenicos 2D [14, 9, 15] y se han obtenido
muchos otros modelos matematicos [16, 17, 18]. Sin embargo, esos @lculos sobre los efectos
biobgicos de la HT no tienen en cuenta la diramica del retraso o reduccon del crecimiento
tumoral desples del tratamiento, entre otros mecanismos de muerte celular inducida [10].
Los esferoides tumorales son agregados 3D avasculares que brindan una mejor aproximacon
del comportamiento celular, imitando el microambiente siobgico de los tumores in vivo y
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proporcionando gradientes de oxgeno, nutrientes y productos de desecho. Por lo tanto, brin-
dan un modelo que permite el estudio de diferentes tratamientos, considerando la diramica
de crecimiento inducida en la poblacon celular [10]. En este trabajo para los diferentes trata-
mientos de hipertermia se utilizan esferoides de la Inea celular de adenocarcinoma de mama
MCF7.

En este proyecto se hizo uso de la impresbn 3D para la construccon de gran parte de las
estructuras requeridas para la prueba experimental, las piezas resultantes al no ser mesli-
cas, no presentan re exon o disperson de energa de microondas [19]. Adenas, permiten
desarrollar mpidamente alternativas a las estructuras de monitoreo de cultivos celulares con-
vencionales. Estas alternativas son de bajo costo, personalizables y fciles de usar en pruebas
de laboratorio, ademas permiten la integracon de sensores para monitorear feromenos de
inteles que ocurren en los cultivos [20, 21].

Este trabajo tiene como objetivo evaluar la temperatura inducida en esferoides de ancer de
mama expuestos a un sistema de HT por microondas mediante el uso de sensores opticos
tipo FBG. El presente documento est organizado de la siguiente manera:

El segundo captulo contiene un marco teorico de lo que son los tratamientos £rmicos y sus
efectos macrosmpicos sobre las @lulas y tumores cancerosos. Adicionalmente de habla de
los mecanismos de calentamiento y los sensores empleados para el monitoreo de temperatura
en aplicaciones nedicas. Finalmente se presentan los modelos empleados para la validacon
de los tratamientos y los requisitos que deben tener las estructuras encargadas de alojar
los cultivos celulares. El tercer captulo presenta la implementacon de las placas de cultivo
con sensores FBG embebidos, describiendo el principio de funcionamiento de los sensores
empleados y la caracterizacon en temperatura de la placa prototipo. El cuarto captulo
resume la descripcon del montaje experimental, as como la preparacon de los esferoides
Yy Su consecuente exposicon ante dos esquemas de hipertermia por medio de dos fuentes de
radiacon microondas. Adicionalmente en este captulo se explican cada uno de los montajes
experimentales realizados y se dan los resultados de cada caso. En el ultimo captulo se
presentan las conclusiones que derivaron del desarrollo del trabajo y se proponen algunos
trabajos futuros.
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1.1. Objetivo general

Evaluar la temperatura inducida en esferoides de @ncer de mama expuestos a un sistema
de hipertermia por microondas mediante el uso de sensoresopticos tipo FBG.

1.2. Objetivos espec cos

» Disenar y construir el montaje experimental requerido para la toma de mediciones de
temperatura.

= Disenar e implementar placas de cultivo celular que integren sensores de temperatura
opticos tipo FBG.

= Caracterizar la variacon de la temperatura en las pruebas de calentamiento de los
cultivos celulares por medio de sensores FBG vy realizar un aralisis de los resultados
obtenidos.



2. Marco teorico

2.1. Alternativas a los tratamientos convencionales para
el @ancer

En conformidad con el trabajo de Sharma [7], el uso de calor con nes terapeuticos es un
nmetodo tradicional que proviene desdeepocas antiguas y ha venido presentando un aumento
de popularidad desde el siglo XIX como tratamiento contra el @ancer, optimiandose en el
siglo XXI, sin embargo, no se ha implementado del todo debido a la falta de tecnologas de
medicon de la temperatura.

En ocasiones, el mecanismo lasico de la terapia ermica es controvertido debido a la falta de
una comprenson completa de los efectos locales causados por la elevacon de la temperatura
en las elulas individuales. Todos los tratamientos ermicos se basan en elevar la tempera-
tura de una parte del cuerpo o todo en su conjunto por encima de su temperatura normal
durante un periodo de tiempo de nido. El aumento de la temperatura a nivel celular provoca
cambios en la elasticidad de los tejidos, la velocidad del ujo sanguneo, la sntesis de pro-
tenas, la disociacon y la inactividad de las elulas desde minutos hasta varias horas o das [7].

Es muy importante comprender los diferentes mecanismos involucrados en la muerte celular
inducida por los incrementos en la temperatura, los cambios a nivel celular que est genera
y los diferentes mecanismos disponibles al momento de calentar estos grupos celulares y sus
areas circundantes.

La magnitud del gradiente de temperatura es el factor principal que clasi ca los tratamientos
ermicos y sus efectos macrosmpicos sobre las elulas y tumores cancerosos en tres categoras

[8]:

Tratamiento diaermico: Este consiste en calentar tejidos yorganos desde la tem-
peratura corporal esandar hasta alcanzar los 4I1C. Este cambio en la temperatura
provoca el aumento del ujo sanguneo adenas de un incremento de la velocidad de
difusbn de los bio uidos a trawes de las membranas celulares, no obstante las elulas
siguen conservando su homeostasis [8].
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Tratamiento por hipertermia (HT): Para este se requiere poder generar un in-
cremento de temperatura de manera local en un rango entre los 41 a los°@8este
proceso se describe como clnicamente relevante donde se destaca que una comprenson
completa del mecanismo que actia a nivel celular en este rango de temperaturas esh
aun lejos de alcanzarse [8].

Este rango de temperaturas a nivel celular trae consigo un dafno en la membrana, por lo
tanto las ®lulas quedan aisladas e inmovilizadas, inhabilitando a su vez su capacidad
de reparacon y proliferacon. Por otra parte este incremento de temperatura potencia
la oxigenacon del tumor y en este caso el oxgeno molecul@y, es un potente radiosen-
sibilizador, no obstante a temperaturas superiores a 42, la vasculatura del tumor se
dana, lo que provoca una disminucon del ujo sanguneo y por ende menos oxigenacon
lo que volvera al tumor radioresistente de all la importancia de tener un mecanismo
preciso para la medicon de la temperatura en los tratamientos de hipertermia. [22].

Tratamiento ermico irreversible: Este incluye todos los tratamientos que aumen-
tan la temperatura del tumor por encima de los 48C durante un tiempo relativamente
corto. En este rango de temperaturas el efecto de la temperatura sobre las elulas/te-
jidos es diastico e irreversible [8].

En este proyecto se empleo la Hipertermia debido a la susceptibilidad que presentan las
@lulas cancergenas sometidas a estes por calor lo que es bere co en tratamientos conjuntos
con QT y RT, adenas de que la HT puede llevarse a cabo de manera focalizada haciendo
uso de radiacon microondas [23].

2.2. Mecanismos de calentamiento

En los tratamientos de hipertermia existen distintos metodos de calentamiento como lo son:
calentamiento por microondas, cuyas frecuencias de operacbn oscilan entre los 433 a 2450
MHz; ondas de radio entre los 100 kHz a los 150 MHz; ultrasonido entre los 1 MHz y los 3
MHz; perfuson, donde la sangre del paciente es removida, calentada y bombeada de nuevo
hacia la extremidad uorgano en conjunto con drogas para el ancer; uso de nanopartculas;
terapia fotoermica y terapias de calentamiento por medio de radiadores infrarrojos, entre
otros [24, 25]. Entre todos los mencionados anteriormente, un tipo prometedor de tcnicas
de HT se llama hipertermia focalizada por microondas. Enesta se hace uso de una matriz
de antenas de microondas para iluminar un tejido de manera que es posible guiar y enfocar
las ondas electromagreticas de manera que la energa pase al tumor [26, 27], lo que permite
realizar una terapia de alta e ciencia y alta precison sin afectar a otros tejidos sanos [26, 28].

La interaccon entre el campo electromagretico y el medio puede explicarse en erminos de la
corriente de conduccon, la polarizacon diekctrica y la magnetizacon, sin embargo, debido
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a que los tejidos son esencialmente no magreticos solo se tienen en cuenta los dos primeros
feromenos [25].

Las microondas interactian con la materia a nivel microsmpico a trawes de sus atomos
constituyentes, el campo ekctrico ejerce una fuerza en las cargas lo que resulta en un des-
plazamiento de deriva que es impuesto sobre los iones provocando un movimiento que se
impone sobre su movimiento ermico aleatorio original, por consiguiente aparece una co-
rriente de conduccon en el tejido. Por otra parte, el campo ekctrico tamben interactia con

las mokculas polares del tejido causando pequenos desplazamientos y una reorientacon con
respecto a su posicon de equilibrio ante la ausencia de un campo [25, 29].

Al incrementar la frecuencia, a las mokculas mas grandes se les di culta seguir los campos
electromagreticos que cambian epidamente. As que, macrosmpicamente los efectos de las
microondas sobre la materia estin bien descritos por las cuatro ecuaciones de Maxwell en
conjunto con las propiedades electrodiramicas de la materia. Las cuales son la permitividad
ekctrica , la permeabilidad magretica Yy la conductividad ekctrica . Para el caso de los
tejidos los mecanismos de absorcon de la energa microondas se encuentran dominados por
el comportamiento que posee el agua [25, 29].

Las microondas como se mencioro anteriormente permiten que losatomos giren, feromeno
gue se conoce como excitacon rotacional. En el caso de los dipolos ekctricos hace que estos se
muevan frereticamente. Lo interesante es que cuando estos dipolos hacen parte de materiales
diekctricos, las microondas los calientan [29]. Los tumores tienen una mayor conductividad
ekctrica y, por lo general pueden absorber una mayor energa de microondas a comparacon
con los tejidos normales circundantes, lo que facilita que el efecto de las microondas se
concentre en el tumor [28].

2.3. Sensores empleados para el monitoreo de
temperatura en aplicaciones nedicas

Gassino [19] abord los distintos sensores disponibles en tareas de ingeniera con la nalidad

de determinar cuales son los mas apropiados para el monitoreo de temperatura en procesos de
ablacon ermica, que aunque di ere de la HT es de utilidad para conocer qte tipo de sensores

son los mas apropiados para usar en entornos nedicos. En este trabajo se destaca que los
sensores mealicos delgados como lo son los termopares o las sondas pt100 son aprovechados
debido a su facilidad de uso, bajo costo y simpleza al momento de la interrogacon, adenas de
gue poseen un rendimiento metrobgico adecuado. Sin embargo, para el campo de la medicina
en los tratamientos que involucran radiacon electromagretica para el calentamiento de los
tejidos uorganos, la presencia de componentes metlicos en los sensores puede traer efectos
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indeseados entre los cuales sobresalen: la re exbn o disperson de la energa microondas que
no permiten un calentamiento uniforme, feromenos de autocalentamiento o tambgn voltajes

y corrientes inducidas en las partes metlicas del sensor que pueden alterar el valor de las
mediciones.

Por otra parte, los sensoresopticos no presentan las anteriores desventajas, sin embargo su
empleabilidad depende del tipo de ecnica que se utilice para la medicon de la temperatura
[19]:

OTDR (Optical Time Domain Re ectometry): Los sensores basados en OTDR

no pueden ser usados en aplicaciones nedicas debido a su resolucon espacial la cual es
tpicamente de 40 cm, un tamafo mucho mas grande que la extenson delarea a tratar

en un tratamiento de HT, la cual ronda en el orden de unos pocos centmetros [19].

Por esto uno de sus usos es el monitoreo de estructuras civiles [30], por ejemplo, como
sensores de temperatura distribuidos para la evaluacon de las temperaturas de fragua-
do del concreto, pudiendo ser efectivo en distancias de hasta 20 km con una resolucon
espacial de 5 a 15 m.

OFDR (Optical Frequency Domain Re ectometry): Los sensores basados en
OFDR aunque poseen una buena resolucon espacial, del orden de 1 milmetro, buena
precison en la temperatura, por lo general 0.1C, y tasas de adquisicon apidas, hasta

los 100 Hz, tienen el inconveniente de ser demasiado costosos adenas de que su montaje
es complicado debido a la necesidad de bras de referencia [19].

Debido a su resolucbn espacial y al hecho de ser un sensor distribuido se ha evaluado su
uso en el desarrollo de piotesis con la nalidad de imitar la propiocepcon del miembro
original [31].

Termometra de Fluorescencia: Estos hacen uso de dopantes de tierras raras, aun-
gue son prometedores solo permiten el monitoreo super cial, esto inhabilita su uso en
organos profundos [19].

El uso de materiales dopados como sensores de temperatura se basa en la capacidad
de estos materiales de emitir fotones desptes de ser iluminados con luz y en el hecho
de que esta transmison de luz es dependiente de la temperatura, entre los materiales
usados destacan el Praseodimio (Pr) y el Neodimio (Nd) [32].

FBGs (Fiber Bragg Gratings): Los sensores basados en redes de difraccon de Bragg
presentan un esquema de interrogacon sencillo, donde usualmente solo se requiere una
braoptica con una rejilla de Bragg incorporada y un instrumento de interrogacon.
Estos sensores poseen una buena resolucon espacial, del orden de milmetros y tasas de
adquisicon de hasta 10 kHz [19]. Debido a su tamano se ha propuesto el uso de sensores
FBGs embebidos en sondas quinrgicas con la nalidad de monitorear la temperatura
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del hgado en procesos de ablacon hser [33], ablacon por radiofrecuencia [34, 35] y
crioablacon [36]. Tamben han sido empleados en tareas de termometra para trata-
mientos de HT donde el dametro de la braoptica era mucho menor si se compara con
las sondas Bowman habitualmente utilizadas [37]. Los sensores FBG han sido probados
en fantomas por medio de caeteres de termometra, estos poseen espacios para la bra
optica, una antena intersticial y una sonda Bowman de referencia. La bra posea 10
sensores FBG localizados a intervalos de 5 mm lo que permita obtener mediciones
de temperatura en una longitud de 5 cm, a diferencia de lo que suceda con la sonda
Bowman, donde est deba ser desplazada hacia adentro y hacia afuera del catter para
mapear la distribucon de temperatura [37]. Adicionalmente la bra fue recubierta con
un polmero que posea un coe ciente de expanson ermico mayor que el de la slica,
material del que se encuentra compuesta la bra, esto permita incrementar el estes
ermico ejercido sobre el sensor lo que aumentaba su sensibilidad [37].

Por lo descrito anteriormente en el trabajo de Gassino [19] y por trabajos que se han realizado
previamente para la medicon de temperatura en fantomas expuestos a radiacon microondas
[38, 13] se opta por el uso de sensores FBG para la medicon de temperatura en este proyecto.

2.4. Modelos empleados para la prueba y validacon de
tratamientos de Hipertermia

Existe poca informacon sobre el proceso diramico de muerte celular inducida por calor y
en gwe medida las diferencias en los factores micro-ambientales y la distribucon del ciclo
celular contribuyen al aumento observado de la resistencia al calor de los tumores. Entender
el funcionamiento de estos mecanismos es necesario para la prediccon de la respuesta y la
plani cacon de los tratamientos oncobgicos [10]. A continuacon se presentan los modelos
gue por lo general se usan para evaluar tratamientos de hipertermia:

Fantomas: Una alternativa para llevar a cabo pruebas de tratamientos es el uso de
fantomas. Un fantoma es toda construccon tangible-material o teorica-matemsatica,

gue se emplea especialmente en elarea de la fsica nedica con la nalidad de evaluar el
comportamiento que esta estructura presenta al interactuar con una determinada forma

de energa. Estas estructuras imitan caractersticas de intees de la muestra original, por
ejemplo sus propiedades diekctricas como la conductividad y la permitividad [39, 40].

El problema del uso de fantomas es que estos al no poder emular los efectos ni las
diramicas biobgicas existentes en una muestra real pueden alterar la percepcon que

se tiene sobre los procesos de calentamiento y muerte celular presentados en procesos
de hipertermia [10].
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Cultivos clonogenicos 2D:  Tambén se ha propuesto la cuanti cacon de los efectos
bologicos producidos por la HT y la RT a partir del estudio de datos de supervivencia
de elulas clonogenicas, en este tipo de pruebas se evala la capacidad que tienen las
celulas tumorales para multiplicarse y formar colonias desptes de haber sido tratadas
con un agente citobxico como lo puede ser un irmaco, los tratamientos por radiacon

y los tratamientos ermicos. [10, 41].

Sin embargo, la cuanti cacon de los efectos biobgicos mencionados anteriormente, no
tienen en cuenta la diramica del retraso o la contraccon del crecimiento tumoral ge-
nerada por los diferentes mecanismos de muerte celular inducidos por los tratamientos
de HT y RT [10].

Esferoides celulares 3D: Una alternativa al problema de la geometra mencionada
anteriormente es el uso de esferoides tumorales los cuales poseen una estructura 3D. La
principal diferencia con los cultivos clonogenicos 2D radica en que permiten proporcio-
nar gradientes de oxgeno, nutrientes y productos de desecho, adermas de que permiten
la interaccon entre las elulas y su matriz extracelular. Todo lo anterior permite una
mejor estimacon de la diramica del crecimiento del tumor tras un proceso de HT [10].

Por lo descrito anteriormente en este proyecto se llevaron a cabo pruebas de radiacon mi-
croondas en esferoides tumorales de la linea celular MCF-7.

2.5. Sensores embebidos en estructuras impresas en 3D

La aparicon de la impreson 3D y de las facilidades de prototipado que esta brinda hacen
posible el desarrollo epido de alternativas a las infraestructuras de monitoreo de cultivos ce-
lulares convencionales. Estas alternativas son de bajo costo, personalizables y fciles de usar
en laboratorios biobgicos, lo que brinda nuevas posibilidades para la investigacon nmedica y
biobgica adenas del diagrostico clnico [20].

Los sistemas de cultivo celular tridimensionales son capaces de reproducir mejor los complejos
micro-ambientes celulares, adenmas de las complejas relaciones que se producen en tejidos
uorganos por lo que constituyen un sistema mas preciso para el estudio de organismos
vivos in vitro. Paralelamente, la impreson 3D puede usarse para el diseno y fabricacon de
andamios de cultivo celular tridimensionales con la nalidad de integrar en ellos sensores
gue permitan monitorear feromenos de intees que se presenten en los cultivos. [20]. Las
estructuras impresas en 3D para el uso en cultivos celulares deben cumplir con los siguientes
requisitos:
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Biocompatibilidad y resistencia a la biodegradacon: El sustrato del cultivo
celular debe tener propiedades biocompatibles que no inter eran con la evolucon del
cultivo, dentro de los polmeros biocompatibles destacan elacido poliactico PLA o el
polietilentereftalato glicol PETG. Otro aspecto a tener en cuenta es la resistencia a la
biodegradacon la cual depende de la duracon y del objetivo espec co que tenga el
proyecto [20].

La biodegradacbn se conoce como la mineralizacon del material organico por medio
de la intervencon de microorganismos, por ejemplo, hongos, arqueas o bacterias, dan-
do como resultado doxido de carbond® O, y aguaH,0 en condiciones aepbicas. Por
otra parte, si la mineralizacon no se da de manera completa o es imperfecta ocurre
una biotransformacon dando resultado metabolitos organicos e inorganicos y otros
productos de transformacon. Por lo que es un aspecto importante a considerar en el
caso de que se usen bio-phsticos en la construccon de la infraestructura del sensor [42].

Adherencia celular: Las placas impresas en 3D deben tratarse para proporcionar
adherencia celular de manera similar a las placas de Petri tradicionales. Uno de los
inconvenientes de las impresiones 3D especialmente las llevadas a cabo por medio de
Modelado por Deposicon Fundida es presencia de rugosidades en su super cie lo que se
debe al ancho del lamento al momento de llevar a cabo la impreson, estas rugosidades
pueden traer consigo di cultades para el crecimiento celular en su super cie [20].

Esterilizable: Los sensores impresos deben resistir las temperaturas y las presiones
presentes en las autoclaves al momento de llevar a cabo su esterilizacon, por ejemplo
el acrilonitrilo-butadieno-estireno ABS es un material adecuado para el cultivo celular,
sin embargo al exponerse a temperaturas superiores a los°80puede deformarse

o0 romperse. Existe una alternativa la cual consiste en el uso de polidimetilsiloxano
(PDMS) este es un biomaterial viscoehstico bien conocido y ampliamente utilizado en
los campos de biomedicina y de la ingeniera de tejidos. Hasta el momento su uso se ha
visto limitado a aplicaciones en las que sea posible moldearlo o fundirlo, no obstante,
recientemente se ha demostrado la posibilidad de realizar bioimpresiones en PDMS lo
gue permite crear formas mas complejas y potencialmenteutiles ampliando el rumero
de aplicaciones [20].



3. Implementacon de las placas de
cultivo con sensores FBG embebidos

El crecimiento de cultivos celulares se lleva a cabo normalmente en placas multipozo co-
merciales, por lo general estas llegan a constar de 6, 12, 24, 72, 96 o incluso mas pozos por
plato, a su vez la dimenson geonetrica de cada uno de los mismos vara de acuerdo con su
cantidad. Los esferoides celulares empleados en este proyecto fueron inicialmente cultivados
en placas comerciales MatTek de 96 pozos donde luego eran trasplantados a placas MatTek
de 24 pozos. Los pozos de estaultima tienen un dametro interno superior de 16.30 mm, un
dametro interno inferior de 15.49 mm y una profundidad de 17.98 mm. Estas dimensiones
generaron problemas al momento de insertar la bra que contiene los sensores FBG en los
pozos. Principalmente debido a que se exceda el radio de curvatura de la bra, lo que en el
mejor de los casos provoca micro suras, conllevando a la fuga de la senaloptica adenmas de
la degradacon de la relacon senal a ruido de la senal, mientras que en el peor de los casos
conlleva a la ruptura de esta, ver gura3-1.

Figura 3-1 .: Placa de cultivo MatTek de 24 pozos con sensores FBG, en esta se puede apreciar la ruptura
de la braoptica debido a dobleces que excedan su radio de curvatura.



14 3 Implementacon de las placas de cultivo con sensores FBG embebidos

Como medida para contrarrestar esta situacon se disetd una placa de cultivo. El prototipo
nal consta de 16 pozos con un dametro interno superior de 17 mm un dametro interno
inferior de 16 mm y una profundidad de 18 mm. Lo que lo diferencia de la placa comercial
es la disposicon de un canal rectangular con un ancho de 20éh y una profundidad de
600 m, este canal se encuentra a 2 mm de altura desde el fondo del pozo, adicionalmen-
te posee espacios rectangulares para jar la bra al momento de su insercon, ver guBa2a.

Para la fabricacon de esta placa se opb por la tecnologa de impreson 3D, nas espec ca-
mente la de modelado por deposicon fundida FDM, esta hace uso de polmeros termophsti-
cos que vienen en forma de lamento. Para jar la bra en la placa, la impreson era pausada
cuando esta alcanzaba una altura de 5.6 mm, luego la bra era insertada poco a poco en
los canales, desples se sostena la bra en cada una de las esquinas de los pozos con cinta
adhesiva para nalmente cementarla en la placa haciendo uso de los agujeros rectangulares.
En los agujeros rectangulares se p la bra con un trozo de papel a la super cie haciendo
uso de cianoacrilato. Al nalizar el proceso de insercon se reanudaba la impreson dando as

la pieza por terminada, ver gura3-2b.

(a) Vista superior de los canales dispuestos (b) Continuacon de la impreson luego de jar la
para insertar la bra en la placa de cul- bra en la placa prototipo.
tivo.

Figura 3-2 .: Proceso de fabricacon de la placa de cultivo prototipo

Un arreglo de FBGs de la empresa Technica fue usado en la construccon de la placa prototi-
po, este consta de cuatro sensores, lo que permite medir la temperatura puntual en 4 de los
pozos que contiene la placa. Los sensores poseen una longitud de 5 mm y una distancia de
separacon entre ellos de 4 cm, condicon que se debe tener en cuenta al momento de de nir
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la distancia de separacon de los pozos. La bra es de poliamida de baja exbn y no posee
recubrimiento, resultando con un dametro nal de 80 m.

Al ser la bra tan delgada se opb por exponerla lo menos posible durante el proceso de
impreson de manera que la placa de cultivo fue dividida en dos secciones, una reservada para
los componentes opticos y otra encargada de contener los pozos que alojaban los sensores
FBG. El dividir la impresbn en dos sesiones permitdo que la bra solo debiera estar en
contacto con los movimientos de la impresora durante 8 horas en vez de las 16 horas que
implicaba imprimir la pieza completa. Ver gura 3-3.

Figura 3-3 .: La placa de cultivo se encuentra dividida en dos secciones, a la izquierda esa un panel reservado
para los componentesopticos y a la derecha esh la placa de cultivo con los sensores FBGs
embebidos. Adenas posee dos tapas que cubren cada una de las secciones.

Para la construccon de la placa se opb porAcido Poliactico (PLA) debido a la simplicidad

y facilidad de acceso que se tiene de este. Otras alternativas comerciales como el acrilonitri-
lo butadieno estireno (ABS) requieren condiciones especiales durante su manipulacon. Por
ejemplo, un control preciso de la temperatura, esto debido a que el enfriamiento del material
durante su deposicon puede provocar que este se encoja y contraiga lo que conlleva a de-
formaciones en la pieza nal. Tamben este pandeo en la pieza puede generar inconsistencias
en las dimensiones lo que ocasiona problemas al momento de alinear la bra con el canal
dispuesto en la placa.

El PLA es un polester termophstico hecho a base deacido hctico producto de la fermen-
tacon microbiana de azaicares que es altamente reciclable debido a la ausencia de toxinas.
[42, 43]. En la gura 3-4 se presenta la placa de cultivo construida.
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Figura 3-4 .: Placa prototipo multipozo con 4 sensores FBG embebidos @ 1539 nm,® 1544 nm,© 1549 nm

y @ 1554 nm. Se puede apreciar que el panel reservado para los componentesopticos cuenta con
un carrete para enrollar la bra y una terminal FC/APC para la conexon de los instrumentos
opticos, por otra parte, en la seccon de la placa multipozo se aprecia la distribucon de los 16
pozos en conjunto con la posicon de los sensores.

Como se mencioro anteriormente los sensores impresos en 3D que entran en interaccon con
cultivos celulares deben cumplir una serie de requisitos de los cuales el PLA satisface los
siguientes:

Biocompatibilidad y resistencia a la biodegradacon: El PLA es un polester
biobasado, biocompatible y biodegradable, sin embargo, su biodegradacon solo se da
bajo condiciones espec cas que existen en el compostaje industrial. Un ambiente rico
en oxigeno con altas temperaturas (58-8®), alta humedad ( 60% de humedad)

y en presencia de microorganismos (bacterias terno las). Bajo estas condiciones el
PLA podra degradarse en nmas del 90 % en poco tiempo, tomando entre 30 y 150 das,
donde los microorganismos lo convierten é00O,, H,O e ingredientes de compost, de
otro modo, la descomposicon del PLA en la intemperie toma alrededor de 80 afos [43].

El PLA al tener propiedades biocompatibles no inter ere con la evolucon de los culti-

vos celulares, adenas no se biodegradagr al estar expuesto al ambiente ni debido a las
pruebas que se llevaan a cabo conel, en especial durante las pruebas de calentamiento
debido a que no se cumplen los requisitos necesarios para su compostaje. Porultimo,
al no presentar alteraciones estructurales, no afectam al sensor al imponer deformacio-
nes adicionales que alteren su sensibilidad, sin embargo, de ello se hablaa mas adelante.
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Adherencia celular:

Muchos tipos de elulas tumorales pueden formar agregados multicelulares de forma
esferoidal cuando crecen en condiciones que impiden una adheson signi cativa de las
e@lulas a las paredes del recipiente de cultivo. De lo contrario la naturaleza de las ®lulas
tumorales hace que se extiendan, para cubrir la mayor cantidad de super cie posible,
lo que es perjudicial para la formacon de esferoides [44].

Las placas de cultivo de baja adherencia, impiden la jacon de las elulas al material
de cultivo permitiendo la formacbn de organoides y esferoides 3D, por medio de la
agregacon de elulas a trawes de su matriz extracelular MEC. La MEC es una red de
mokculas extracelulares secretadas de manera local para garantizar la coheson celular
y tisular, otra funcon importante de la MEC es actuar como un canal para las mokcu-
las de semnalizacon extracelular encargadas de controlar el crecimiento, la migracon y
la diferenciacon celular [45].

La baja adherencia en este tipo de placas se logra gracias a la presencia de una capa
de hidrogel que inhibe de manera e caz la jacon celular. Esta capa se encuentra uni-
da covalentemente con la super cie de los pozos, lo que implica un entrecruzamiento
gumico [45]. Lograr este enlace entre materiales es un proceso complejo por lo que
no es posible implementar este tipo de tecnologas en la placa prototipo propuesta, de
manera que se opb por otra alternativa que permitiese acceder a los esferoides celula-
res, esta consiste en cultivarlos primero en una placa que satisfaga los requisitos para
su formacon y cuando ya se encuentren listos, ser trasplantados a la placa de cultivo
prototipo.

Esterilizable: Es de vital importancia que la placa prototipo sea esterilizable, inicial-
mente se buscaba un material que resistiera las temperaturas y presiones existentes
en las autoclaves al momento de llevar a cabo su esterilizacon. Sin embargo, la tem-
peratura de transicon vtrea Ty del PLA se encuentra entre los 55 y los 6TC [46].
Afortunadamente, existen otras ecnicas de esterilizacon que no involucran un incre-
mento considerable en la temperatura, por ejemplo, haciendo uso deoxido de etileno
o el nmetodo utilizado en las placas prototipo construidas que fue esterilizacon UV en
una cabina de ujo laminar de clase 1.

3.1. Principio de funcionamiento de los sensores FBG

Los sensores FBG o redes de difraccon de Bragg funcionan como un lItro selectivo de la
longitud de onda en transmison, por lo que, si una fuente de luz de amplio espectro ilumina
el FBG, las longitudes de onda que no satisfacen la condicon de Bragg pasan a trawes de
la red esencialmente sin verse afectadas. Sin embargo, aquellas porciones del espectro que
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coincidan con la longitud de onda resonante de Bragg Sse velan re ejadas a la entrada
de la bra, ver gura 3-5. La longitud de la onda re ejada g depende del espaciamiento
perodico entre las perturbaciones existentes en el ndice de refraccon del rucleo de la bra
optica , que son representadas por medio de rejillas, y del ndice de refraccon efectivo del
modo guiadones; (ecuacbn 3-1), siendo esta una propiedad inherente a la bra empleada,
por lo general de silicio [47, 48, 49, 50, 51].

B = 2Neff (3-1)

Figura 3-5 .: Esquema de funcionamiento de un sensor FBG. Una fuente de luz de ancho espectro ingresa
por un extremo de la bra y sale por el otro sin verse afectada. Excepto una porcon, que al
coincidir con la longitud de onda resonante de Bragg g se vem re ejada a la entrada de la
bra. g depende del espaciamiento perodico entre las rejillas y del ndice de refraccon
efectivo del modo guiadones

Tanto negy como  son sensibles a cambios me@nicos o ermicos aplicados externamente,
estas variaciones inducen un cambio en la longitud de onda de Braggy permiten el uso
de estructuras FBG como sensores inherentes de temperatura y deformacon (3-2).
Por ejemplo, deformaciones en la bra afectan la respuesta del FBG a trawes del coe cien-
te fotoehstico de la bra ,, que relaciona el ndice de refraccon de la bra con las tensiones
inducidas por una deformacon. De modo similar, la sensibilidad a la temperatura de una
FBG esta relacionada con el coe ciente de expanson ermica Yy el coe ciente termo-optico

, Enla gura 3-6 se presenta el desplazamiento dg que experimenta el sensor.

8= s (1 o +( + )T (3-2)
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Figura 3-6 .: Cambios en la longitud de onda de Bragg, debido a variaciones de temperatura o presbn en
la bra.

Los paametros mencionados anteriormente no solo dependen de las propiedades fsicas de
la bra, como el material del rucleo o el recubrimiento utilizado, sino tamben del entorno

al que estaa expuesta la bra. Por ejemplo, en la deteccon de temperatura, se desea que
la braoptica est libre de cualquier tenson que pueda provocar una sensibilidad cruzada

en las lecturas. Adicionalmente, es necesario considerar la densidad del material en el que se
sumergia la bra.

En los casos en que la bra no esha bajo tenson, solo las variaciones de temperatura produ-
cian un cambio en la longitud de onda re ejada g, entonces, la ecuacon 3-2 se simpli ca

aun mas (3-3), permitiendo obtener la sensibilidad a la temperaturés; del sensor, ecuacbn

3-4.

s( + ) T (3-3)

T 1 ]
B a(+)_St (3-4)

w
1

3.2. Caracterizacon en temperatura de la placa de
cultivo con los sensores embebidos

Debido a que el objetivo es conocer la temperatura que alcanzan los cultivos celulares aloja-
dos en la placa prototipo, se hace necesario llevar a cabo una caracterizacon de los sensores
gue se encuentran alojados dentro de la misma.

3.2.1. Importancia de la caracterizacon

El proveedor del arreglo de sensores FBG, la empresa Technica, entrega en la ¢&Ha el
espectro de re exbn de los sensores, adenas de una tabla, tal#al, en la que condensa
la informacon presentada en la gura, resaltando una serie de especi caciones importantes,
que son:
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» Longitud de onda central (CW): Del ingks Center Wavelength, es el punto medio
del ancho espectral que posee el sensor, tamben se encuentra asociado con la longitud
de onda de Bragg .

= Ancho de banda (BW): Del ingles Bandwidth, hace referencia al rango de fre-
cuencias que se encuentran dentro del espectro del sensor y se mide considerando las
porciones del espectro en que la potencia de la senal decrece 3 dB de su valor maximo.

» Re ectividad (Ref):  Esta es la relacbn existente entre la potenciaoptica re ejada
y la potenciaoptica incidente

Figura 3-7 .: mesm 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm,=== 1554 nm. Espectro de re exbn del arreglo de
sensores FBG empleados en la construccon de la placa de cultivo prototipo, adaptado de [52].

Center W avelength 1539.89 nm 1549.73 nm
Bandwidth 0.43nm |
Ref lectivity 73.75% | 75.34%
Tabla 3-1 .; m=== 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm,==== 1554 nm. Algunas especi caciones importantes
a tener en cuenta del arreglo de sensores FB&enter Wavelength (CW) , Longitud de onda

central; Bandwidth (BW) , Ancho de banda;Re ectivity (Ref) , Re ectividad. Adaptado
de [52].
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Por practicidad en este documento para referirse a cada uno de los sensores se haa uso de
su CW o de su color asociado. El arreglo cuenta con cuatro sensores FBG, cada uno de ellos
con una longitud de 5 mm que se encuentran distribuidos de la siguiente manera: Conector
FC/APC { 50 cm de bra { FBG { 4 cm de bra { FBG { 4 cm de bra { FBG { 4 cm

de bra { FBG { 20 cm de bra. Los sensores FBG se encuentran apodizados lo que se ve
re ejado en su respuesta espectral en la que el tamano de los bbulos laterales del espectro de
re exon de cada uno de los sensores no es comparable al de la magnitud del bbulo central.
La bra empleada es de poliamida con un dametro de 80m y sin recubrimiento, adenas la

bra se encuentra ajustada para presentar una buena transmison de la senal bajo pequenos
dametros de exon.

Desples de construida la placa prototipo se llenan los pozos en los que se encuentran los
sensores con 35 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco modi cado por Eagle). Al re-
gistrar los valores de g del arreglo se obtienen los siguientes resultadee= 1539.97 nm,
1544.73 nm, 1549.75 nm=== 1554.71 nm; resultados que varan ligeramente con
los valores registrados en las especi caciones. Si se considera la variacon en magnitud se
tiene una diferencia en pi@metros dew= 80 pm, 30 pm, 20 pm, === 60 pm. Luego,
considerando una sensitividad gererica de 10 pri€ se podra incurrir en el error de supo-
ner que los sensores se encuentran a una temperatura inferior a la del laboratorio en el cual
se obtuvieron sus especi caciones con una diferencia=el@ 8 °C, 3°C, 2 °C, == 6 °C.

En un inicio, aunque esta presuncon pueda ser cierta, debido a que es difcil asegurar que la
temperatura en ambos espacios coincida, es necesario recordar que el medio de cultivo ejerce
preson sobre el sensor, de manera que de acuerdo con lo planteado en la ecuacon 3-2 ante
variaciones de se espera una variacon eng.

No obstante, los cambios obtenidos en las magnitudes dgno son consistentes, considerando
gue los sensores se encuentran inscritos en la misma bra, no se espera un cambio brusco
en la sensitividad tanto para cambios en temperaturd como en deformacon . Si todos

los sensores estn en la misma placa, a la misma temperatura, adenas de que se encuentran
inmersos en el mismo volumen de medio de cultivo, lo mas probable es que el sensor haya
guedado deformado al momento de implantarlo en la placa prototipo de manera que existe
un valor de 4 adicional y de diferente magnitud para cada sensor, ver gura8.
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Figura 3-8 .: Efecto de las deformaciones en las mediciones. Se tienen tres mediciones, la primera donde solo
se aplica un cambio de temperatural, una segunda medida donde se incluye el efecto de la
densidad del medio donde se encuentra la bra y nalmente una tercera medida donde se
involucran los feromenos mencionados anteriormente y se incluye la deformacon presentada
por la bra al momento de implantarse en la placa 4, esta deformacon al ser diferente por
sensor implica que no todos tendan el mismo cambio eng.

Es de intees poder conocer el valor de temperatura real aproximado al cual se encuentran
los sensores. Por lo que se utilio el montaje experimental presentado en la g y
mostrado en la gura 3-10. Un interrogador optico SM125 de Micron Optics es utilizado
para obtener los valores de los cambios de longitud de onda de Braggmientras que un
horno de referencia Universal Oven UM Memmert es empleado para jar unos escalones
de temperaturaT por un determinado tiempo. Los valores de estos escalones servian de
referencia al momento de llevar a cabo la caracterizacon de la placa prototipo y por ende
del alculo de St en concordancia con lo presentado en la ecuacon 3-4.

Figura 3-9 .: Esquenatico del montaje empleado para la caracterizacon de los sensores embebidos en la
placa prototipo
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Figura 3-10 .: A) 1) Horno Memmert 2) Computador conectado al interrogadoroptico 3) Interrogadoropti-
co 4) Computador conectado al hornoB) Vista al interior del horno donde puede apreciarse
la placa de cultivo prototipo conectada al interrogadoroptico por medio de un patchcord.C)
Vista superior de la placa de cultivo, el Iquido color rosa se debe al uso de medio de cultivo
en los pozos al momento de llevar a cabo la caracterizacon.

3.2.2. Toma de datos

Obtener los valores de g es un proceso sencillo, gracias a la interfaz brindada por el
interrogador optico, sin embargo, para el horno se hace necesario construir una interfaz
gue le indique cwales son los cambios de temperatura que se desea obtener y que a su vez
almacene los valores de temperatura a los cuales se encuentra el horno durante los intervalos
de calentamiento.

Para poder controlar el horno se desarrolb un script en Python, para mas informacon revisar

el anexo B. Este mdigo de interrogacon cumple con tres funciones: la primera es la de ser
capaz de comunicarse con el horno, la segunda es la de almacenar la informacon entregada
por el horno de manera ordenada, es decir haciendo uso de etiquetas de tiempo, y por
ultimo la de tomar la informacbn en un intervalo de tiempo que coincida con la frecuencia

de muestreo del interrogador optico que es de 1 Hz. Tener un tiempo de referencia entre
las mediciones hace posible llevar a cabo la comparacon de los valores entregados por el
interrogadoroptico y el horno, ver gura 3-11.

Por otra parte, se debe tener en cuenta al momento de de nir la duracon de los pasos, que
estos deben durar un intervalo de tiempo su cientemente grande entre cambios de tempera-
tura, de manera que el horno logre dicho cambio y a su vez este sea capaz de alcanzar una
condicon de estabilidad, las especi caciones de los escalones empleados pueden verse en la
tabla 3-2.
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Escabn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
Temperatura (°C) | 25 | 28 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 44 | 29 | 20
Tiempo (Min) 180| 180| 120 | 120| 120| 120| 120| 120| 120 300

Tabla 3-2 .: Escalones de temperatura y duracon en minutos empleados en la caracterizacon de los sensores.

Se con guo una duracon de tres horas para los escalones de 25 y €8 esto se debe a que
cuando se hace uso del horno, por lo general este se encuentra a una temperatura elevada,
producto de que se llevan a cabo otro tipo de pruebas enel y este al presentar un proceso de
enfriado lento, necesita un tiempo mayor para alcanzar las temperaturas iniciales requeridas.
Tamben para veri car si el sensor presenta hiseresis se consideraron dos escalones de tempe-
ratura descendentes uno de ellos de 20 el cual tiene un intervalo de 5 horas. El resto de los
escalones considerados en la caracterizacon poseen una duracon de dos horas. Finalmente,
el proceso de caracterizacon toma en total 25 horas.

En la gura 3-11 pueden verse los cambios de temperatura que tuvo el horno, la toma de
medidas tuvo inicio a las 16 horas con 36 minutos del da martes y nalio las 15 horas 33
minutos del da mercoles. Entre los aspectos mas remarcables se encuentra el hecho de que
no fue posible alcanzar el escabn de los 2Q, 25 °C ni el de los 29°C en los intervalos de
temperatura planteados.

Figura 3-11 .: Sensores con CW g en: ss=== 1539 nm, 1544 nm, 1549 nm, m=== 1554 NM; s
Temperatura registrada por el horno. Curvas de TemperaturaT y cambios en la Longitud
de Onda de Bragg g para la caracterizacon del arreglo de sensores FBG embebidos en la
placa de cultivo y sumergidos en medio de cultivo DMEM. Los ga cos de g muestran un
retraso probablemente debido a las dimensiones del horno. Adenas, hay una amortiguacon
en la respuesta del sensor debido a la masa anadida por el medio de cultivo
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Las curvas de g de cada uno de los sensores (FiguBall) presentan un retraso con respecto

a las mediciones de temperatura, esto se debe a las dimensiones del horno, en donde el retraso
en la medida indica que la distribucon de calor no se da de manera instananea dentro de
este. Adenmas ocurre una amortiguacon en la respuesta del sensor, la causa de esto es la
masa anadida por el medio de cultivo, esto se puede demostrar si se compara con una
caracterizacon en la cual el sensor se encontraba a la intemperie, ver gu8al2. En dicha

gura se observa que se sigue presentando un retraso en la respuesta, no obstante, el sensor
imita un poco nas la respuesta de control del horno al lograr sensar el sobrepico.

Figura 3-12 .: === 1540 nm,==== Temperatura. Curvas Temperatura T y cambios en la Longitud de Onda
de Bragg g para la caracterizacon de un sensor FBG a la intemperie, es decir sin una
estructura de soporte o dentro de algin medio de diferente densidad a la del ambiente dentro
del horno.
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3.2.3. Procesamiento de datos

La exactitud es la cualidad que caracteriza a un instrumento de ser capaz de entregar resul-
tados cercanos al valor real de la magnitud medida, dicho de otro modo, se de ne como el
grado de concordancia entre las medidas obtenidas y el valor verdadero de la magnitud que
se desea medir [53].

La exactitud no puede determinarse ante el desconocimiento del valor exacto de la magnitud,
no obstante, esta medicon tiene sentido cuando se comparan las medidas obtenidas con las
medidas proporcionadas por medio de un netodo, del que se conoce, posee un alto grado de
exactitud y que sela empleado como referencia para la calibracon [53], para la calibracon
de los sensores FBG se tomain las mediciones registradas por el horno.

Por otra parte, la precison describe la capacidad que el instrumento posee para entregar la
misma medicon, ante repetidas pruebas llevadas a cabo en las mismas condiciones (ambien-
tales, operador, etc.) sin importar la coincidencia o discrepancia entre el resultado y el valor
exacto [53].

El procesamiento de datos deg y T se llewo a cabo tomando los valores cuando estos alcan-
zaban una condicon de estabilidad en cada uno de los escalones, En este caso se procesaron
3500 muestras. Adensas, la exactitud del sensor se determiro a trawes de una calibracon
esttica. Esta consiste en mantener constantes todas las entradas de los sensores, para este
caso en particular la deformacon, excepto la que se desea estudiar, que es la temperatura.
Luego se registran las sucesivas respuestas de los cambios en la magnitud de refefencia

y la magnitud a calibrar g en condiciones de estabilidad a lo largo del rango de medicon,
para este caso de los Z& a los 50°C. Los valores de media, desviacon esandar y tamano

del escabn se encuentran registrados en la tab&s3.

En latabla 3-3 se puede apreciar que el netodo de medicon presenta una desviacon esandar
de 0.0°C para las mediciones d& y de 0.001 nm para las mediciones dg . Esto indica que

no se obtienen medidas de diferente magnitud considerables bajo las mismas condiciones de
medicon, descartando de esta manera fuentes de incertidumbre aleatorias y asegurando una
buena precison del netodo de medicon.
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Escabn Temperatura
En T(En) T (En) T(En) - T(En 1) B(En) B(En) B(En) B(En l)
°C °C °C nm nm nm
1 28.0 0.0 0.0 1539.977| 0.001 0.000
2 30.0 0.0 2.0 1539.998| 0.001 0.020
3 35.0 0.0 5.0 1540.049] 0.001 0.051
4 40.0 0.0 5.0 1540.099 0.001 0.050
5 45.0 0.0 5.0 1540.149| 0.001 0.049
6 50.1 0.0 5.1 1540.185 0.001 0.037
7 44.0 0.0 -6.1 1540.125| 0.001 -0.060
Escabn Temperatura | o-isaaam
En T(En) | T(En) | T(En) - T(En 1) 8 (En) B(En) | 8(En) 8(En 1)
°C °C °C nm nm nm
1 28.0 0.0 0.0 1544.737) 0.001 0.000
2 30.0 0.0 2.0 1544.757, 0.001 0.020
3 35.0 0.0 5.0 1544.806| 0.001 0.049
4 40.0 0.0 5.0 1544.854| 0.001 0.048
5 45.0 0.0 5.0 1544.903 0.001 0.049
6 50.1 0.0 5.1 1544.949, 0.001 0.046
7 44.0 0.0 -6.1 1544.893 0.001 -0.056
Escabn Temperatura g = 1549 nm
En T(En) | T(En) | T(En) - T(En 1) 8 (En) 8(En) | 8(En) 8(En 1)
°C °C °C nm nm nm
1 28.0 0.0 0.0 1549.757| 0.001 0.000
2 30.0 0.0 2.0 1549.777) 0.001 0.019
3 35.0 0.0 5.0 1549.824| 0.001 0.048
4 40.0 0.0 5.0 1549.871 0.001 0.046
5 45.0 0.0 5.0 1549.918 0.001 0.047
6 50.1 0.0 51 1549.968 0.001 0.050
7 44.0 0.0 -6.1 1549.914| 0.001 -0.054
Escabn Temperatura | e=wmsaam
En T(En) T (En) T(En) - T(En 1) B(En) B(En) B(En) B(En l)
°C °C °C nm nm nm
1 28.0 0.0 0.0 1554.718] 0.001 0.000
2 30.0 0.0 2.0 1554.736| 0.001 0.018
3 35.0 0.0 5.0 1554.783] 0.001 0.047
4 40.0 0.0 5.0 1554.829| 0.001 0.046
5 45.0 0.0 5.0 1554.874| 0.001 0.046
6 50.1 0.0 51 1554.926| 0.001 0.051
7 44.0 0.0 -6.1 1554.873 0.001 -0.053
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Tabla 3-3 .: Media, desviacon esandar y tamafo de cada uno de los escalones obtenidos en
la prueba de caracterizacon para cada uno de los sensores.

Si se consideran solo las variaciones dg, en piometros, y T, se advierte una relacon

lineal entre ambas variables, comportamiento que se asemeja mucho al presentado en la
ecuacon 3-4. No obstante, como se mencioro anteriormente, la bra se encuentra expuesta
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a deformaciones producto de la densidad del medio que la rodea y de la presbn generada
por la insercon en la placa de cultivo prototipo, por lo que la ecuacbn 3-2 se ve modi cada
para incluir estos cambios.

Afortunadamente estas deformaciones son constantes debido a que se maneja el mismo vo-
lumen en el medio de cultivo, ademas que, al no alterarse la integridad fsica de la placa
prototipo, esta no deformaa aun nas la bra. Por lo anterior, la unica alteracon en la
ecuacon que relaciona g con T se debe a la presencia de un intercepto que desplazaa

la ga ca hacia arriba o hacia abajo en el eje y.

8= 8@l & +( + )T (3-5)
K +( + ) T=—2 (3-6)
B
1 K
I e B &)
T=5 5 K (3-8)

Al incluir los valores obtenidos en la caracterizacon para posicionar de manera apropiada la
recta en el plano, se modi ca la ecuacon para incluir un ermino asociado a la temperatura
ambiente Ty y un ermino que implica una variacon en la longitud de onda, un trmino
unicado g, que incluye la longitud de onda central de Braggs., Y las deformaciones
impuestas en la bra.

Figura 3-13 .. 1544 nm. Gia ca de g VS T para el sensor de 1544 nm, en esta es posible apreciar
una relacon lineal entre ambas variables.

Tisas+ To=10390215 10 ¢ ., + &, (3-9)
Tisas +28 = 10390L15 10 © ., 1544737 (3-10)
Tisas = 10390115 10 ° ., 16047206 (3-11)

Repitiendo el proceso mencionado anteriormente con los demas sensores, se obtiene el si-
guiente conjunto de ecuaciones:
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Tis30 = 10492710 10 ° ., 16155760 (3-12)
Tisas = 10390215 10 © ., 16047206 (3-13)
Tis40 = 10462026 10 ° 5., 16210803 (3-14)
Tissa = 10574431 10 ° 5., 16437445 (3-15)

Si se considera la operacbn inversa, para obtener la longitud de onda asociada a una deter-
minada temperatura se tiene este otro conjunto de ecuaciones:

B = 9;50 T + 153971455 (3-16)
B = 9:62 T + 154446861 (3-17)
B = 9;55 T + 154949006 (3-18)
B = 9;45 T + 155445239 (3-19)

Los ga cos de disperson de las guras3-14a-3-17a comparan la temperatura medida con

la temperatura estimada haciendo uso de las ecuaciones 3-12-3-15, adenas de presentar una
Inea puntuada que indica la concordancia ideal de los valores calculados (g)ey medidos

(eje x).

(a) Ga co de dispersbn (b) Histograma del error

Figura 3-14 .: Resultados de la funcon de calibracon para el sensor de=== 1539 nm.Ga co de disper-
sbn: Los puntos representan la temperatura estimadales; Vs la temperatura medidaT, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valoredistograma del
error:  Error de Test con relacon a T, la desviacbn esandar del error 1, es de 0.52°C.
los valores que se encuentran entre 1, se representan por medio de las barras oscuras y
corresponden al 57 % del total de valores.
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Figura 3-15 .

Figura 3-16 .:

(a) Gr co de disperson (b) Histograma del error

Resultados de la funcon de calibracon para el sensor de=== 1544 nm.Ga co de disper-

sbn: Los puntos representan la temperatura estimadaleg Vs la temperatura medidaT, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valoredistograma del
error: Error de Test con relacon a T, la desviacon esandar del error 1, es de 0.14°C.
los valores que se encuentran entre 1, se representan por medio de las barras oscuras y
corresponden al 68 % del total de valores.

(a) Ga co de dispersbn (b) Histograma del error

Resultados de la funcon de calibracon para el sensor de== 1549 nm.Ga co de disper-

sbn: Los puntos representan la temperatura estimadales; Vs la temperatura medida T, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valoredistograma del
error: Error de Test con relacon a T, la desviacon estandar del error 1. es de 0.19°C.
los valores que se encuentran entre 1, se representan por medio de las barras oscuras y
corresponden al 73 % del total de valores.
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(a) Ga co de disperson (b) Histograma del error

Figura 3-17 .: Resultados de la funcon de calibracon para el sensor de=== 1554 nm.Ga co de disper-
sbn: Los puntos representan la temperatura estimadales Vs la temperatura medidaT, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valoredistograma del
error: Error de Test con relacon a T, la desviacbn esandar del error 1, es de 0.26°C.
los valores que se encuentran entre 7 se representan por medio de las barras oscuras y
corresponden al 70 % del total de valores.

Los histogramas presentados en las gura®14b-3-17b contienen la funcon de densidad
de probabilidad del error deTes con relacon aT y como su nombre lo indica describen la
probabilidad que tiene dicha variable de tomar un determinado valor. El sensor que presenta
el maximo valor del error (Test = 1.0 °C) posee una desviacon esandar 1., de 0.52°C,
con un 57 % de los valores medidos dentro del rango,, , o que indica una concordancia
aceptable entreTes Y T para este sensor. Una descripcon de los resultados obtenidos por
sensor se presenta en la tablzg-4

Sensor maX(JTerrJ) (OC) Terr (OC) fet 2 Terr JetJ < Terr g (%)

1539 nm 1.01 0.52 57
0.59 0.14 68

0.75 0.19 73
0.86 0.26 70

Tabla 3-4 .: Compilado de datos del error maximo T , desviacon esandar y porcentaje de los valores del
error que se encuentran dentro de dicho rango, para el error de la temperatura estimadBug;
con respecto a la temperatura medidal' de cada uno de los sensores .

Por otra parte, como puede notarse en la gur&-14b. El histograma del error de la tempe-
ratura estimada con relacon a la temperatura medida para el sensor de 1539 nm, presenta un
comportamiento bimodal. Esto sugiere una ligera hiseresis del sensor FBG con respecto a la
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temperatura. Sin embargo, los picos de este comportamiento bimodal se encuentran dentro
de la desviacon esandar y debido a su magnitud tan pequena, de 0.82 no se considera
un aspecto que afecte de manera signi cativa el rendimiento del sensor.



4. Caracterizacon del proceso de
hipertermia en esferoides de @ncer
de mama.

En el presente captulo se evalian los cambios de temperatura que presentaron un conjunto
de esferoides tumorales de la Inea celular MCF-7 al ser expuestos ante dos sistemas de
radiacon por microondas. A continuacon, se muestra una descripcon detallada de ambos
montajes experimentales, el proceso de preparacon de los esferoides para cada una de las
pruebas, los cambios de temperatura obtenidos y los resultados de la muerte celular producto
de los tratamientos de hipertermia.

4.1. Descripcon de los montajes experimentales

Todas las pruebas se realizaron dentro de una re@amara apantallada para evitar la radiacon
de energa al exterior. La radiacon por la fuente microondas impacta los 16 pozos de la placa
de cultivo, cada pozo cuenta con tres esferoides celulares, con dametros que oscilan entre
los 200 y los 500 m. Los esferoides se sumergieron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco
modi cado por Eagle) suplementado con suero fetal bovino al 10 % (Gibco). Este prototipo
de placa de cultivo no afecta el rendimiento del sensor, a su vez que facilita la manipulacon
del montaje al momento de implantar los esferoides en los pozos. Los sistemas de hipertermia
por microondas empleados fueron los siguientes:

4.1.1. Sistema de radiacon con magneton

El primer montaje cuenta con un magneton el cual consiste en un tubo de vaco de alta
potencia. Para su alimentacon y operacbn requiere un esquema circuital sencillo, como con-
secuencia se trata de un montaje robusto ya que hay menos componentes en su construccon
propensos a fallar y ficiles de reemplazar en caso de necesidad. La desventaja que presenta el
magneton reside en que requiere una fuente de alto voltaje para su alimentacon, adenas de
gue es un montaje que ocupa un tamano considerable [54, 55]. En el anexo A.1 se presenta
una descripcon mas detallada del funcionamiento del magnetion.
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Para construir el sistema de radiacon por microondas con un magneton se empleo como
aplicador una antena bocina piramidal, ver gurast-1 y 4-2. El uso del magneton permite
alimentar al aplicador con una senal de 1000W a 2.45 GHz, nalmente el sistema tiene dos
paametros bajo control: la distancia y el tiempo de exposicon.

Figura 4-1 .: Esquematico del montaje del sistema de radiacon por microondas basado en el uso de un
magneton. Sistema de radiacon:  En este se conecta el magneton al aplicador, que para
este caso es una antena bocina, por medio de una gua de onde== Sistema de medicbn:

El montaje utilizado para interrogar la bra coincide con el usado para la caracterizacon de
los sensores FBGs

(a) Vista exterior de la re@mara apantallada (b) Vista interior de la re@mara apantallada

Figura 4-2 .: Montaje para el sistema de radiacon por microondas basado en el uso de un magnetor)
Magneton, B) Gua de onda, C) Antena bocina, D) Placa de cultivo.
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4.1.2. Sistema de radiacon con ampli cador de estado ®lido (AES)

El segundo montaje hace uso de un Ampli cador de Estado Solido (AES), el AES funciona

haciendo uso de transistores, por lo que su ganancia presenta limitaciones, en el sentido
de que a mayor frecuencia de operacbon menor sela su ganancia [56]. Por ende, no es po-
sible obtener una senal de 1000 W a 2.45 GHz a diferencia de lo que sucede con el magnetion.

Por lo mencionado anteriormente, se suele distribuir la tarea de ampli cacon de manera que
algunos AES consisten en un arreglo de ampli cadores de RF, a su vez AES, cuya salida
es recombinada para satisfacer los requerimientos de ganancia de la aplicacon particular [56].

Entre las ventajas de los ampli cadores de estado lido se encuentra que no requieren una
fuente de alimentacon de alto voltaje, pero s tienen un consumo de corriente considerable.
Adenmas, la modularidad que implica el uso de nultiples ampli cadores permite que el dispo-
sitivo contirue siendo funcional en el caso de que alguno de los nodulos falle. Cabe recalcar
gue estoultimo depende del fabricante y de que tan posible es obtener el esquenatico del
circuito [56].

Para construir el sistema de radiacon por microondas con un AES, se hizo uso de un am-
pli cador de alta potencia (Mini-Circuits ZHL-30W-262-S+) alimentado con una fuente de
poder de laboratorio. La senal a ampli car se obtuvo por medio de un generador de senales
RF (Rigol DSG830), como aplicador se empleo la misma bocina piramidal del montaje an-
terior, la senal de alimentacon del aplicador es de maximo 30 W a 2.45 GHz, ver guras
4-3 y 4-4. El esquema de radiacon con AES permite tener tres paametros bajo control: la
distancia, la potencia de radiacon y el tiempo de exposicon.
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