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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 caracterizacién 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 cirugia, la
radioterapia (RT) y la quimioterapia (QT), que tienen potenciales repercusiones funcionales,
estéticas, emocionales y psicolégicas que impactan significativamente 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 radiacién por microondas. Un esquema de alta potencia basado en el uso
de un magnetrén extraido de un horno microondas y otro de potencia moderada basado en
el uso de amplificadores de estado soélido. El sujeto de prueba fueron esferoides de la linea
celular MCF-7.

Para la medicion de la temperatura fue disenada una placa de cultivo prototipo con senso-
res FBGs embebidos en sus pozos. Esta placa se construyé haciendo uso de modelado por
deposicion fundida y se caracterizé 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 electromagnética lo que permitié poder llevar
a cabo mediciones en tiempo real. Basados en los resultados obtenidos con este sistema de
caracterizacion, se proponen modificaciones 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 significantly 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 amplifiers. 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 different
radiation schemes. The performance of the sensors was not affected 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, modifications are
proposed to improve its performance.

Keywords: Hyperthermia, FBG sensors, Cancer, Temperature, Microwaves, Cell cul-

tures, cellular spheroids.
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1. Introduccion y justificacion

En Colombia para una poblacién total de 51 109 158 personas, durante el ano 2020 el nimero
de nuevos casos de céncer fue de 113 221. Por otra parte, se reportaron 54 987 muertes a
causa de esta enfermedad, dentro de los tipos de cancer mas comunes se encuentra el cancer
de mama con mas de 15 509 casos; lo que representa el 14 % de la poblacién afectada en ese
ano, a este le sigue el cancer de préstata con el 13 %), el colorrectal con el 9 %, el de estémago
con un 7% y finalmente el de pulmén con el 6 %. Esto de acuerdo con las cifras entregadas
por el observatorio nacional del céncer [1].

Pulmén
Estémago 6 876 (6%)
8214 (7%)

Colorrectal
10783 (9%)

Otros tipos de
Cancer
57 379 (51%)

Prostata
14 460 (13%) _

Mama
15 509 (14%)

Total: 113 221

Figura 1-1.: Grafico de la distribucién de los distintos tipos de cancer presentes en los

nuevos casos reportados en el ano 2020.

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



instantanea, pudiendo durar semanas e incluso meses. Todo esto sin contar los efectos secun-
darios como: las telangiectasias, edemas, fibrosis y nduseas [6]. Finalmente la quimioterapia
puede presentar una serie de efectos secundarios como lo son la nefrotoxicidad, desérdenes en
la sangre, fatiga, pérdida de cabello, nduseas y vémito [7]. Todos los problemas mencionados
anteriormente son causados por la falta de selectividad al tratar los tumores cancerigenos.
Aunque estos tratamientos presenten resultados satisfactorios al destruir o retrasar el creci-
miento del cancer, estos conllevan una afectacion de las areas sanas circundantes.

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

La cuantificacion de los efectos biolégicos producidos es fundamental para la prescripcion de
la dosis del tratamiento de HT y la prediccion de la respuesta que tendra el area 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 térmicas, lo que impli-
ca la necesidad de desarrollar instrumentos que permitan obtener una medicion precisa de
la temperatura.

El método seleccionado en este trabajo para lograr HT de manera local consiste en el uso
de campos electromagnéticos en el rango de las microondas. Las fuentes de energia de mi-
croondas pueden perturbar los dispositivos de medicion electronicos y producir fenémenos
de auto-calentamiento, resultando en lecturas de temperatura erréneas [I1]. Debido a lo
anterior, para medir la temperatura fueron usados sensores épticos basados en Redes de
Difraccién de Bragg (FBGs). Estos sensores no se ven afectados por los campos electro-
magnéticos y permiten tomar medidas en tiempo real [12] [13].

En otros trabajos se ha propuesto la cuantificacion de la respuesta bioldgica, basandose en
datos de supervivencia de cultivos celulares clonogénicos 2D [14] [0, [15] y se han obtenido
muchos otros modelos matematicos [16], 17, [18]. Sin embargo, esos calculos sobre los efectos
bioldgicos de la HT no tienen en cuenta la dindmica del retraso o reduccién del crecimiento
tumoral después del tratamiento, entre otros mecanismos de muerte celular inducida [10].
Los esferoides tumorales son agregados 3D avasculares que brindan una mejor aproximacién
del comportamiento celular, imitando el microambiente fisiolégico de los tumores in vivo y



4 1 Introduccién y justificacion

proporcionando gradientes de oxigeno, nutrientes y productos de desecho. Por lo tanto, brin-
dan un modelo que permite el estudio de diferentes tratamientos, considerando la dinamica
de crecimiento inducida en la poblacién celular [I0]. En este trabajo para los diferentes trata-
mientos de hipertermia se utilizan esferoides de la linea celular de adenocarcinoma de mama

MCF7.

En este proyecto se hizo uso de la impresion 3D para la construccion de gran parte de las
estructuras requeridas para la prueba experimental, las piezas resultantes al no ser metali-
cas, no presentan reflexién o dispersién de energia de microondas [19]. Ademds, permiten
desarrollar rapidamente alternativas a las estructuras de monitoreo de cultivos celulares con-
vencionales. Estas alternativas son de bajo costo, personalizables y faciles de usar en pruebas
de laboratorio, ademas permiten la integraciéon de sensores para monitorear fenémenos de
interés que ocurren en los cultivos [20, 21].

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

El segundo capitulo contiene un marco tedrico de lo que son los tratamientos térmicos y sus
efectos macroscopicos sobre las células y tumores cancerosos. Adicionalmente de habla de
los mecanismos de calentamiento y los sensores empleados para el monitoreo de temperatura
en aplicaciones médicas. Finalmente se presentan los modelos empleados para la validacion
de los tratamientos y los requisitos que deben tener las estructuras encargadas de alojar
los cultivos celulares. El tercer capitulo presenta la implementacién de las placas de cultivo
con sensores FBG embebidos, describiendo el principio de funcionamiento de los sensores
empleados y la caracterizacién en temperatura de la placa prototipo. El cuarto capitulo
resume la descripcién del montaje experimental, asi como la preparacion de los esferoides
y su consecuente exposicién ante dos esquemas de hipertermia por medio de dos fuentes de
radiacién microondas. Adicionalmente en este capitulo se explican cada uno de los montajes
experimentales realizados y se dan los resultados de cada caso. En el ultimo capitulo se
presentan las conclusiones que derivaron del desarrollo del trabajo y se proponen algunos
trabajos futuros.



1.1 Objetivo general )

1.1. Objetivo general

Evaluar la temperatura inducida en esferoides de cancer de mama expuestos a un sistema
de hipertermia por microondas mediante el uso de sensores épticos tipo FBG.

1.2. Objetivos especificos

= 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 variacion de la temperatura en las pruebas de calentamiento de los
cultivos celulares por medio de sensores FBG y realizar un andlisis de los resultados
obtenidos.



2. Marco teorico

2.1. Alternativas a los tratamientos convencionales para
el cancer

En conformidad con el trabajo de Sharma [7], el uso de calor con fines terapéuticos es un
método tradicional que proviene desde épocas antiguas y ha venido presentando un aumento
de popularidad desde el siglo XIX como tratamiento contra el cancer, optimizandose en el
siglo XXI, sin embargo, no se ha implementado del todo debido a la falta de tecnologias de
medicion de la temperatura.

En ocasiones, el mecanismo basico de la terapia térmica es controvertido debido a la falta de
una comprensién completa de los efectos locales causados por la elevacién de la temperatura
en las células individuales. Todos los tratamientos térmicos 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 definido. El aumento de la temperatura a nivel celular provoca
cambios en la elasticidad de los tejidos, la velocidad del flujo sanguineo, la sintesis de pro-
teinas, la disociacién y la inactividad de las células desde minutos hasta varias horas o dias [].

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 esta 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 clasifica los tratamientos
térmicos y sus efectos macroscopicos sobre las células y tumores cancerosos en tres categorias

[8:

Tratamiento diatérmico: Este consiste en calentar tejidos y érganos desde la tem-
peratura corporal estandar hasta alcanzar los 41 °C. Este cambio en la temperatura
provoca el aumento del flujo sanguineo ademas de un incremento de la velocidad de
difusion de los biofluidos a través de las membranas celulares, no obstante las células
siguen conservando su homedstasis []].



2.2 Mecanismos de calentamiento 7

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 48 °C este
proceso se describe como clinicamente relevante donde se destaca que una comprension
completa del mecanismo que actiia a nivel celular en este rango de temperaturas esta
aun lejos de alcanzarse [§].

Este rango de temperaturas a nivel celular trae consigo un dano en la membrana, por lo
tanto las células quedan aisladas e inmovilizadas, inhabilitando a su vez su capacidad
de reparacion y proliferacion. Por otra parte este incremento de temperatura potencia
la oxigenacién del tumor y en este caso el oxigeno molecular Oy es un potente radiosen-
sibilizador, no obstante a temperaturas superiores a 42 °C, la vasculatura del tumor se
dana, lo que provoca una disminucién del flujo sanguineo y por ende menos oxigenacion
lo que volveria al tumor radioresistente de alli la importancia de tener un mecanismo
preciso para la medicién de la temperatura en los tratamientos de hipertermia. [22].

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

En este proyecto se empled la Hipertermia debido a la susceptibilidad que presentan las
células cancerigenas sometidas a estrés por calor lo que es benéfico en tratamientos conjuntos
con QT y RT, ademas de que la HT puede llevarse a cabo de manera focalizada haciendo
uso de radiacién microondas [23].

2.2. Mecanismos de calentamiento

En los tratamientos de hipertermia existen distintos métodos de calentamiento como lo son:
calentamiento por microondas, cuyas frecuencias de operacion 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; perfusién, donde la sangre del paciente es removida, calentada y bombeada de nuevo
hacia la extremidad u 6rgano en conjunto con drogas para el cancer; uso de nanoparticulas;
terapia fototérmica y terapias de calentamiento por medio de radiadores infrarrojos, entre
otros [24] 25]. Entre todos los mencionados anteriormente, un tipo prometedor de técnicas
de HT se llama hipertermia focalizada por microondas. En ésta se hace uso de una matriz
de antenas de microondas para iluminar un tejido de manera que es posible guiar y enfocar
las ondas electromagnéticas de manera que la energia pase al tumor [26] 27], lo que permite
realizar una terapia de alta eficiencia y alta precisién sin afectar a otros tejidos sanos [20, 2§].

La interaccion entre el campo electromagnético y el medio puede explicarse en términos de la
corriente de conduccion, la polarizacion dieléctrica y la magnetizacion, sin embargo, debido
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a que los tejidos son esencialmente no magnéticos solo se tienen en cuenta los dos primeros
fenémenos [25].

Las microondas interactiian con la materia a nivel microscépico a través de sus atomos
constituyentes, el campo eléctrico 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 térmico aleatorio original, por consiguiente aparece una co-
rriente de conduccion en el tejido. Por otra parte, el campo eléctrico también interactiia con
las moléculas polares del tejido causando pequenos desplazamientos y una reorientacion con
respecto a su posicién de equilibrio ante la ausencia de un campo [25] 29].

Al incrementar la frecuencia, a las moléculas mas grandes se les dificulta seguir los campos
electromagnéticos que cambian rapidamente. Asi que, macroscopicamente los efectos de las
microondas sobre la materia estan bien descritos por las cuatro ecuaciones de Maxwell en
conjunto con las propiedades electrodinamicas de la materia. Las cuales son la permitividad
eléctrica e, la permeabilidad magnética p y la conductividad eléctrica o. Para el caso de los
tejidos los mecanismos de absorcion de la energia microondas se encuentran dominados por
el comportamiento que posee el agua [25] 29].

Las microondas como se mencioné anteriormente permiten que los atomos giren, fenémeno
que se conoce como excitacién rotacional. En el caso de los dipolos eléctricos hace que estos se
muevan frenéticamente. Lo interesante es que cuando estos dipolos hacen parte de materiales
dieléctricos, las microondas los calientan [29]. Los tumores tienen una mayor conductividad
eléctrica y, por lo general pueden absorber una mayor energia de microondas a comparacién
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 médicas

Gassino [19] abordé los distintos sensores disponibles en tareas de ingenieria con la finalidad
de determinar cuales son los mas apropiados para el monitoreo de temperatura en procesos de
ablacién térmica, que aunque difiere de la HT es de utilidad para conocer qué tipo de sensores
son los mas apropiados para usar en entornos médicos. En este trabajo se destaca que los
sensores metalicos 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 interrogacion, ademas de
que poseen un rendimiento metrolégico adecuado. Sin embargo, para el campo de la medicina
en los tratamientos que involucran radiaciéon electromagnética para el calentamiento de los
tejidos u organos, la presencia de componentes metalicos en los sensores puede traer efectos
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indeseados entre los cuales sobresalen: la reflexién o dispersién de la energia microondas que
no permiten un calentamiento uniforme, fenémenos de autocalentamiento o también voltajes
y corrientes inducidas en las partes metalicas del sensor que pueden alterar el valor de las
mediciones.

Por otra parte, los sensores épticos no presentan las anteriores desventajas, sin embargo su

empleabilidad depende del tipo de técnica que se utilice para la medicion de la temperatura
[19]:

OTDR (Optical Time Domain Reflectometry): Los sensores basados en OTDR
no pueden ser usados en aplicaciones médicas debido a su resolucién espacial la cual es
tipicamente de 40 cm, un tamano mucho mas grande que la extensién del area a tratar
en un tratamiento de HT, la cual ronda en el orden de unos pocos centimetros [19].
Por esto uno de sus usos es el monitoreo de estructuras civiles [30], por ejemplo, como
sensores de temperatura distribuidos para la evaluacién de las temperaturas de fragua-
do del concreto, pudiendo ser efectivo en distancias de hasta 20 km con una resolucion
espacial de 5 a 15 m.

OFDR (Optical Frequency Domain Reflectometry): Los sensores basados en
OFDR aunque poseen una buena resolucién espacial, del orden de 1 milimetro, buena
precisién en la temperatura, por lo general 0.1 °C, y tasas de adquisicién rapidas, hasta
los 100 Hz, tienen el inconveniente de ser demasiado costosos ademas de que su montaje
es complicado debido a la necesidad de fibras de referencia [19].

Debido a su resolucién espacial y al hecho de ser un sensor distribuido se ha evaluado su
uso en el desarrollo de protesis con la finalidad de imitar la propiocepcién del miembro
original [31].

Termometria de Fluorescencia: Estos hacen uso de dopantes de tierras raras, aun-
que son prometedores solo permiten el monitoreo superficial, esto inhabilita su uso en
érganos profundos [19].

El uso de materiales dopados como sensores de temperatura se basa en la capacidad
de estos materiales de emitir fotones después de ser iluminados con luz y en el hecho
de que esta transmision 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 difraccién de Bragg
presentan un esquema de interrogacién sencillo, donde usualmente solo se requiere una
fibra 6ptica con una rejilla de Bragg incorporada y un instrumento de interrogacion.
Estos sensores poseen una buena resoluciéon espacial, del orden de milimetros y tasas de
adquisicion de hasta 10 kHz [19]. Debido a su tamano se ha propuesto el uso de sensores
FBGs embebidos en sondas quirturgicas con la finalidad de monitorear la temperatura
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del higado en procesos de ablacién laser [33], ablacién por radiofrecuencia [34), [35] y
crioablacién [36]. También han sido empleados en tareas de termometria para trata-
mientos de HT donde el didmetro de la fibra 6ptica era mucho menor si se compara con
las sondas Bowman habitualmente utilizadas [37]. Los sensores FBG han sido probados
en fantomas por medio de catéteres de termometria, estos poseen espacios para la fibra
Optica, una antena intersticial y una sonda Bowman de referencia. La fibra poseia 10
sensores FBG localizados a intervalos de 5 mm lo que permitia obtener mediciones
de temperatura en una longitud de 5 c¢m, a diferencia de lo que sucedia con la sonda
Bowman, donde esta debia ser desplazada hacia adentro y hacia afuera del catéter para
mapear la distribucién de temperatura [37]. Adicionalmente la fibra fue recubierta con
un polimero que poseia un coeficiente de expansion térmico mayor que el de la silica,
material del que se encuentra compuesta la fibra, esto permitia incrementar el estrés
térmico 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 medicién de temperatura en fantomas expuestos a radiacién microondas
[38, [13] se opta por el uso de sensores FBG para la medicién de temperatura en este proyecto.

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

Existe poca informacion sobre el proceso dindmico de muerte celular inducida por calor y
en qué medida las diferencias en los factores micro-ambientales y la distribucién 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 prediccion de la respuesta y la
planificacién de los tratamientos oncoldgicos [10]. A continuacién se presentan los modelos
que 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 construccion tangible-material o tedrica-matematica,
que se emplea especialmente en el area de la fisica médica con la finalidad de evaluar el
comportamiento que esta estructura presenta al interactuar con una determinada forma
de energia. Estas estructuras imitan caracteristicas de interés de la muestra original, por
ejemplo sus propiedades dieléctricas 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
dindmicas biolégicas existentes en una muestra real pueden alterar la percepcién que
se tiene sobre los procesos de calentamiento y muerte celular presentados en procesos
de hipertermia [10].
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Cultivos clonogénicos 2D: También se ha propuesto la cuantificacién de los efectos
bidlogicos producidos por la HT y la RT a partir del estudio de datos de supervivencia
de células clonogénicas, en este tipo de pruebas se evalia la capacidad que tienen las
celulas tumorales para multiplicarse y formar colonias después de haber sido tratadas
con un agente citotoxico como lo puede ser un farmaco, los tratamientos por radiacion
y los tratamientos térmicos. [10} [41].

Sin embargo, la cuantificacién de los efectos bioldégicos mencionados anteriormente, no
tienen en cuenta la dinamica del retraso o la contraccién 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 geometria mencionada
anteriormente es el uso de esferoides tumorales los cuales poseen una estructura 3D. La
principal diferencia con los cultivos clonogénicos 2D radica en que permiten proporcio-
nar gradientes de oxigeno, nutrientes y productos de desecho, ademés de que permiten
la interaccion entre las células y su matriz extracelular. Todo lo anterior permite una
mejor estimacién de la dindmica del crecimiento del tumor tras un proceso de HT [10].

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

2.5. Sensores embebidos en estructuras impresas en 3D

La aparicion de la impresién 3D y de las facilidades de prototipado que esta brinda hacen
posible el desarrollo rapido de alternativas a las infraestructuras de monitoreo de cultivos ce-
lulares convencionales. Estas alternativas son de bajo costo, personalizables y faciles de usar
en laboratorios biologicos, lo que brinda nuevas posibilidades para la investigacion médica y
biol6gica ademas del diagnéstico clinico [20].

Los sistemas de cultivo celular tridimensionales son capaces de reproducir mejor los complejos
micro-ambientes celulares, ademas de las complejas relaciones que se producen en tejidos
u organos por lo que constituyen un sistema mas preciso para el estudio de organismos
vivos in vitro. Paralelamente, la impresion 3D puede usarse para el disefio y fabricacion de
andamios de cultivo celular tridimensionales con la finalidad de integrar en ellos sensores
que permitan monitorear fenémenos de interés 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 biodegradacion: El sustrato del cultivo
celular debe tener propiedades biocompatibles que no interfieran con la evolucién del
cultivo, dentro de los polimeros biocompatibles destacan el acido polilactico PLA o el
polietilentereftalato glicol PETG. Otro aspecto a tener en cuenta es la resistencia a la
biodegradacion la cual depende de la duracién y del objetivo especifico que tenga el
proyecto [20].

La biodegradacién se conoce como la mineralizacién del material organico por medio
de la intervencién de microorganismos, por ejemplo, hongos, arqueas o bacterias, dan-
do como resultado diéxido de carbono C'O, y agua H50 en condiciones aerdbicas. Por
otra parte, si la mineralizacién no se da de manera completa o es imperfecta ocurre
una biotransformacion dando resultado metabolitos organicos e inorgdnicos y otros
productos de transformacion. Por lo que es un aspecto importante a considerar en el
caso de que se usen bio-pldsticos en la construccion 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 Deposicién Fundida es presencia de rugosidades en su superficie lo que se
debe al ancho del filamento al momento de llevar a cabo la impresion, estas rugosidades
pueden traer consigo dificultades para el crecimiento celular en su superficie [20].

Esterilizable: Los sensores impresos deben resistir las temperaturas y las presiones
presentes en las autoclaves al momento de llevar a cabo su esterilizacion, por ejemplo
el acrilonitrilo-butadieno-estireno ABS es un material adecuado para el cultivo celular,
sin embargo al exponerse a temperaturas superiores a los 80 °C puede deformarse
o romperse. Existe una alternativa la cual consiste en el uso de polidimetilsiloxano
(PDMS) este es un biomaterial viscoeldstico bien conocido y ampliamente utilizado en
los campos de biomedicina y de la ingenieria 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
que permite crear formas mas complejas y potencialmente ttiles ampliando el nimero
de aplicaciones [20].



3. Implementacion 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 dimension geométrica de cada uno de los mismos varia 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 esta tltima tienen un didmetro interno superior de 16.30 mm, un
diametro interno inferior de 15.49 mm y una profundidad de 17.98 mm. Estas dimensiones
generaron problemas al momento de insertar la fibra que contiene los sensores FBG en los
pozos. Principalmente debido a que se excedia el radio de curvatura de la fibra, lo que en el
mejor de los casos provoca micro fisuras, conllevando a la fuga de la senal 6ptica ademas de
la degradacion de la relacion senal a ruido de la senal, mientras que en el peor de los casos
conlleva a la ruptura de esta, ver figura

Figura 3-1.: Placa de cultivo MatTek de 24 pozos con sensores FBG, en esta se puede apreciar la ruptura
de la fibra optica debido a dobleces que excedian su radio de curvatura.
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Como medida para contrarrestar esta situacion se disené una placa de cultivo. El prototipo
final consta de 16 pozos con un didmetro interno superior de 17 mm un didmetro interno
inferior de 16 mm y una profundidad de 18 mm. Lo que lo diferencia de la placa comercial
es la disposicién de un canal rectangular con un ancho de 200 gm y una profundidad de
600 pm, este canal se encuentra a 2 mm de altura desde el fondo del pozo, adicionalmen-
te posee espacios rectangulares para fijar la fibra al momento de su insercién, ver figura[3-2al

Para la fabricacién de esta placa se opto por la tecnologia de impresion 3D, mas especifica-
mente la de modelado por deposicion fundida FDM, esta hace uso de polimeros termoplasti-
cos que vienen en forma de filamento. Para fijar la fibra en la placa, la impresion era pausada
cuando esta alcanzaba una altura de 5.6 mm, luego la fibra era insertada poco a poco en
los canales, después se sostenia la fibra en cada una de las esquinas de los pozos con cinta
adhesiva para finalmente cementarla en la placa haciendo uso de los agujeros rectangulares.
En los agujeros rectangulares se fijé la fibra con un trozo de papel a la superficie haciendo
uso de cianoacrilato. Al finalizar el proceso de insercion se reanudaba la impresién dando asi
la pieza por terminada, ver figura [3-2h]
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tivo.

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

Un arreglo de FBGs de la empresa Technica fue usado en la construccion 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
separacién entre ellos de 4 cm, condicion que se debe tener en cuenta al momento de definir
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la distancia de separacién de los pozos. La fibra es de poliamida de baja flexién y no posee
recubrimiento, resultando con un diametro final de 80 pm.

Al ser la fibra tan delgada se optd por exponerla lo menos posible durante el proceso de
impresién de manera que la placa de cultivo fue dividida en dos secciones, una reservada para
los componentes épticos y otra encargada de contener los pozos que alojaban los sensores
FBG. El dividir la impresién en dos sesiones permitié que la fibra 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 figura [3-3|

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

Para la construccién de la placa se opté por Acido Polildctico (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 manipulacién. Por
ejemplo, un control preciso de la temperatura, esto debido a que el enfriamiento del material
durante su deposicién puede provocar que este se encoja y contraiga lo que conlleva a de-
formaciones en la pieza final. También este pandeo en la pieza puede generar inconsistencias
en las dimensiones lo que ocasiona problemas al momento de alinear la fibra con el canal
dispuesto en la placa.

El PLA es un poliéster termoplastico hecho a base de acido lactico producto de la fermen-

tacion microbiana de azicares que es altamente reciclable debido a la ausencia de toxinas.
[42], 43]. En la figura se presenta la placa de cultivo construida.
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Carrete fibra
Optica

Conector FC/APC Placa de Cultivo

Figura 3-4.: Placa prototipo multipozo con 4 sensores FBG embebidos a @ 1539 nm, @ 1544 nm, © 1549 nm
v @ 1554 nm. Se puede apreciar que el panel reservado para los componentes 6pticos cuenta con
un carrete para enrollar la fibra y una terminal FC/APC para la conexién de los instrumentos
opticos, por otra parte, en la seccién de la placa multipozo se aprecia la distribucién de los 16
pozos en conjunto con la posicién de los sensores.

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

Biocompatibilidad y resistencia a la biodegradacién: El PLA es un poliéster
biobasado, biocompatible y biodegradable, sin embargo, su biodegradacién solo se da
bajo condiciones especificas que existen en el compostaje industrial. Un ambiente rico
en oxigeno con altas temperaturas (58-80 °C), alta humedad (> 60 % de humedad)
y en presencia de microorganismos (bacterias terméfilas). Bajo estas condiciones el
PLA podria degradarse en més del 90 % en poco tiempo, tomando entre 30 y 150 dfas,
donde los microorganismos lo convierten en COs, H5O e ingredientes de compost, de
otro modo, la descomposicién del PLA en la intemperie toma alrededor de 80 afios [43].

El PLA al tener propiedades biocompatibles no interfiere con la evolucion de los culti-
vos celulares, ademas no se biodegradara al estar expuesto al ambiente ni debido a las
pruebas que se llevaran a cabo con él, en especial durante las pruebas de calentamiento
debido a que no se cumplen los requisitos necesarios para su compostaje. Por tltimo,
al no presentar alteraciones estructurales, no afectara al sensor al imponer deformacio-
nes adicionales que alteren su sensibilidad, sin embargo, de ello se hablard mas adelante.
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Adherencia celular:

Muchos tipos de células tumorales pueden formar agregados multicelulares de forma
esferoidal cuando crecen en condiciones que impiden una adhesion significativa de las
células a las paredes del recipiente de cultivo. De lo contrario la naturaleza de las células
tumorales hace que se extiendan, para cubrir la mayor cantidad de superficie posible,
lo que es perjudicial para la formacién de esferoides [44].

Las placas de cultivo de baja adherencia, impiden la fijacion de las células al material
de cultivo permitiendo la formacién de organoides y esferoides 3D, por medio de la
agregacion de células a través de su matriz extracelular MEC. La MEC es una red de
moléculas extracelulares secretadas de manera local para garantizar la cohesién celular
y tisular, otra funcién importante de la MEC es actuar como un canal para las molécu-
las de senalizacion extracelular encargadas de controlar el crecimiento, la migracion y
la diferenciacién 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 eficaz la fijacion celular. Esta capa se encuentra uni-
da covalentemente con la superficie de los pozos, lo que implica un entrecruzamiento
quimico [45]. Lograr este enlace entre materiales es un proceso complejo por lo que
no es posible implementar este tipo de tecnologias en la placa prototipo propuesta, de
manera que se opto 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 formacion 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 esterilizaciéon. Sin embargo, la tem-
peratura de transicion vitrea 7, del PLA se encuentra entre los 55 y los 60 °C [46].
Afortunadamente, existen otras técnicas de esterilizacién que no involucran un incre-
mento considerable en la temperatura, por ejemplo, haciendo uso de 6xido de etileno
o el método utilizado en las placas prototipo construidas que fue esterilizacién UV en
una cabina de flujo laminar de clase 1.

3.1. Principio de funcionamiento de los sensores FBG

Los sensores FBG o redes de difraccién de Bragg funcionan como un filtro selectivo de la
longitud de onda en transmision, por lo que, si una fuente de luz de amplio espectro ilumina
el FBG, las longitudes de onda que no satisfacen la condicién de Bragg pasan a través 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 Ap se veran reflejadas a la entrada
de la fibra, ver figura [3-5] La longitud de la onda reflejada Ap depende del espaciamiento
periodico entre las perturbaciones existentes en el indice de refraccion del nicleo de la fibra
Optica A, que son representadas por medio de rejillas, y del indice de refraccién efectivo del
modo guiado n.fs (ecuacion , siendo esta una propiedad inherente a la fibra empleada,
por lo general de silicio [47], 48|, 49| 50, 51].

)\B = 2neffA (3-1)
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Figura 3-5.: Esquema de funcionamiento de un sensor FBG. Una fuente de luz de ancho espectro ingresa
por un extremo de la fibra y sale por el otro sin verse afectada. Excepto una porcién, que al
coincidir con la longitud de onda resonante de Bragg Ap se verd reflejada a la entrada de la
fibra. Ap depende del espaciamiento periédico entre las rejillas A y del indice de refraccién
efectivo del modo guiado ncss

Tanto n.fy como A son sensibles a cambios mecdnicos o térmicos aplicados externamente,
estas variaciones inducen un cambio en la longitud de onda de Bragg Ag y permiten el uso
de estructuras FBG como sensores inherentes de temperatura y deformacion (3-2)).

Por ejemplo, deformaciones en la fibra A¢ afectan la respuesta del FBG a través del coeficien-
te fotoelastico de la fibra p,, que relaciona el indice de refraccién de la fibra con las tensiones
inducidas por una deformacién. De modo similar, la sensibilidad a la temperatura de una
FBG esta relacionada con el coeficiente de expansién térmica « y el coeficiente termo-éptico
¢, En la figura se presenta el desplazamiento de Ap que experimenta el sensor.

AN = Ag[(1 = pa) A + (a + QAT (3-2)
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Figura 3-6.: Cambios en la longitud de onda de Bragg, debido a variaciones de temperatura o presién en
la fibra.

Los parametros mencionados anteriormente no solo dependen de las propiedades fisicas de
la fibra, como el material del nicleo o el recubrimiento utilizado, sino también del entorno
al que estard expuesta la fibra. Por ejemplo, en la deteccion de temperatura, se desea que
la fibra éptica esté libre de cualquier tension que pueda provocar una sensibilidad cruzada
en las lecturas. Adicionalmente, es necesario considerar la densidad del material en el que se
sumergira la fibra.

En los casos en que la fibra no esta bajo tensién, solo las variaciones de temperatura produ-
cirdn un cambio en la longitud de onda reflejada g, entonces, la ecuacién se simplifica
ain mas (3-3), permitiendo obtener la sensibilidad a la temperatura S; del sensor, ecuacién

13-4l

A/\B :)\B(Oé—i‘C)AT (3-3)

AT 1
ANs  gla+() S (3-4)

3.2. Caracterizacidon 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 caracterizacion de los sensores
que se encuentran alojados dentro de la misma.

3.2.1. Importancia de la caracterizacion

El proveedor del arreglo de sensores FBG, la empresa Technica, entrega en la figura el
espectro de reflexién de los sensores, ademds de una tabla, tabla [3-1] en la que condensa
la informacion presentada en la figura, resaltando una serie de especificaciones importantes,
que son:
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» Longitud de onda central (CW): Del inglés Center Wavelength, es el punto medio
del ancho espectral que posee el sensor, también se encuentra asociado con la longitud
de onda de Bragg Ap.

» 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.

» Reflectividad (Ref): Esta es la relacién existente entre la potencia éptica reflejada
y la potencia 6ptica incidente

0.00- : ﬂ
-5.00- n ﬂ |

-10.00-

-15.00- '

-20.00]

P S | N I T h

T T T
1537.01540.0 1545.0 1550.0 1555.01558.0

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

Center Wavelength 1539.89 nm 1549.73 nm

Bandwidth 0.43 nm ‘
Reflectivity 73.75% | 75.34%

Tabla 3-1.: === 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm. Algunas especificaciones importantes
a tener en cuenta del arreglo de sensores FBG. Center Wavelength (CW), Longitud de onda
central; Bandwidth (BW), Ancho de banda; Reflectivity (Ref), Reflectividad. Adaptado

de [52].
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Por practicidad en este documento para referirse a cada uno de los sensores se hara 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 fibra — FBG — 4 c¢m de fibra — FBG — 4 cm de fibra — FBG - 4 ¢cm
de fibra — FBG — 20 cm de fibra. Los sensores FBG se encuentran apodizados lo que se ve
reflejado en su respuesta espectral en la que el tamano de los 16bulos laterales del espectro de
reflexién de cada uno de los sensores no es comparable al de la magnitud del 16bulo central.
La fibra empleada es de poliamida con un didmetro de 80 pm y sin recubrimiento, ademas la
fibra se encuentra ajustada para presentar una buena transmisién de la senal bajo pequenos
diametros de flexion.

Después 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 modificado por Eagle). Al re-
gistrar los valores de Ag del arreglo se obtienen los siguientes resultados: === 1539.97 nm,
me 1544.73 nm, 1549.75 nm, === 1554.71 nm; resultados que varian ligeramente con
los valores registrados en las especificaciones. Si se considera la variacién en magnitud se
tiene una diferencia en picémetros de: == 80 pm, === 30 pm, 20 pm, === 60 pm. Luego,
considerando una sensitividad genérica de 10 pm/°C se podria 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 especificaciones con una diferencia de === 8 °C, m== 3 °C, 2 °C, === 6 °C.

En un inicio, aunque esta presuncién pueda ser cierta, debido a que es dificil asegurar que la
temperatura en ambos espacios coincida, es necesario recordar que el medio de cultivo ejerce
presion sobre el sensor, de manera que de acuerdo con lo planteado en la ecuacién ante
variaciones de & se espera una variacion en Ag.

No obstante, los cambios obtenidos en las magnitudes de Ag no son consistentes, considerando
que los sensores se encuentran inscritos en la misma fibra, no se espera un cambio brusco
en la sensitividad tanto para cambios en temperatura 7" como en deformacién £. Si todos
los sensores estan en la misma placa, a la misma temperatura, ademas de que se encuentran
inmersos en el mismo volumen de medio de cultivo, lo mas probable es que el sensor haya
quedado deformado al momento de implantarlo en la placa prototipo de manera que existe
un valor de &; adicional y de diferente magnitud para cada sensor, ver figura [3-8]
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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 temperatura 7', una segunda medida donde se incluye el efecto de la
densidad del medio donde se encuentra la fibra £ y finalmente una tercera medida donde se
involucran los fenémenos mencionados anteriormente y se incluye la deformacién presentada
por la fibra al momento de implantarse en la placa £;, esta deformacion al ser diferente por
sensor implica que no todos tendran el mismo cambio en Ap.

Es de interés poder conocer el valor de temperatura real aproximado al cual se encuentran
los sensores. Por lo que se utilizé el montaje experimental presentado en la figura y
mostrado en la figura [3-10] Un interrogador éptico SM125 de Micron Optics es utilizado
para obtener los valores de los cambios de longitud de onda de Bragg Ap mientras que un
horno de referencia Universal Oven UM Memmert es empleado para fijar unos escalones
de temperatura T por un determinado tiempo. Los valores de estos escalones serviran de
referencia al momento de llevar a cabo la caracterizacién de la placa prototipo y por ende
del calculo de St en concordancia con lo presentado en la ecuacién |3-4

Computador
Horno p ] ,

Horno
Memmert

Computador Interrogador

i 0-0-0-0—

Interrogador Optico Placa de

cultivo

Figura 3-9.: Esquemaético del montaje empleado para la caracterizacién de los sensores embebidos en la
placa prototipo
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Figura 3-10.: A) 1) Horno Memmert 2) Computador conectado al interrogador 6ptico 3) Interrogador 6pti-
co 4) Computador conectado al horno. B) Vista al interior del horno donde puede apreciarse
la placa de cultivo prototipo conectada al interrogador éptico por medio de un patcheord. C)
Vista superior de la placa de cultivo, el liquido color rosa se debe al uso de medio de cultivo
en los pozos al momento de llevar a cabo la caracterizacion.

3.2.2. Toma de datos

Obtener los valores de AAg es un proceso sencillo, gracias a la interfaz brindada por el
interrogador 6ptico, sin embargo, para el horno se hace necesario construir una interfaz
que le indique cuéles 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 desarrollé un script en Python, para mas informacién revisar
el anexo [B] Este cédigo de interrogacién cumple con tres funciones: la primera es la de ser
capaz de comunicarse con el horno, la segunda es la de almacenar la informacién entregada
por el horno de manera ordenada, es decir haciendo uso de etiquetas de tiempo, y por
ultimo la de tomar la informacién en un intervalo de tiempo que coincida con la frecuencia
de muestreo del interrogador 6ptico que es de 1 Hz. Tener un tiempo de referencia entre
las mediciones hace posible llevar a cabo la comparacion de los valores entregados por el
interrogador 6ptico y el horno, ver figura [3-11].

Por otra parte, se debe tener en cuenta al momento de definir la duracién de los pasos, que
estos deben durar un intervalo de tiempo suficientemente grande entre cambios de tempera-
tura, de manera que el horno logre dicho cambio y a su vez este sea capaz de alcanzar una
condicién de estabilidad, las especificaciones de los escalones empleados pueden verse en la

tabla [3=2]
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Escalon 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 duracién en minutos empleados en la caracterizacion de los sensores.

Se configuré una duracion de tres horas para los escalones de 25 y 28 °C, 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 en ¢l y este al presentar un proceso de
enfriado lento, necesita un tiempo mayor para alcanzar las temperaturas iniciales requeridas.
También para verificar si el sensor presenta histéresis se consideraron dos escalones de tempe-
ratura descendentes uno de ellos de 20 °C el cual tiene un intervalo de 5 horas. El resto de los
escalones considerados en la caracterizacion poseen una duracién de dos horas. Finalmente,
el proceso de caracterizacion toma en total 25 horas.

En la figura pueden verse los cambios de temperatura que tuvo el horno, la toma de
medidas tuvo inicio a las 16 horas con 36 minutos del dia martes y finalizé las 15 horas 33
minutos del dia miércoles. Entre los aspectos mas remarcables se encuentra el hecho de que
no fue posible alcanzar el escalén de los 20 °C, 25 °C ni el de los 29 °C en los intervalos de
temperatura planteados.

200
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£ ]
s ]
= 100
3 ; {

50
0

L B B e B B B B B B B B L L B B B R LI L B S B B L B B B B B B B B

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Time (Hrs)
Figura 3-11.: Sensores con CW Ap en: =mm=m= 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm; s

Temperatura registrada por el horno. Curvas de Temperatura T y cambios en la Longitud
de Onda de Bragg AAp para la caracterizacién del arreglo de sensores FBG embebidos en la
placa de cultivo y sumergidos en medio de cultivo DMEM. Los graficos de Ag muestran un
retraso probablemente debido a las dimensiones del horno. Ademés, hay una amortiguacién
en la respuesta del sensor debido a la masa anadida por el medio de cultivo
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Las curvas de Ag de cada uno de los sensores (Figura 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 distribucién de calor no se da de manera instantanea dentro de
este. Ademads ocurre una amortiguacion 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
caracterizacion en la cual el sensor se encontraba a la intemperie, ver figura[3-12] En dicha
figura se observa que se sigue presentando un retraso en la respuesta, no obstante, el sensor
imita un poco mas la respuesta de control del horno al lograr sensar el sobrepico.

600 +
— 400 +
£ _
o J
@ _
3 200 A
0_

—+ r. 1 r 1 v+t 1+t r r tr 1 Tt r Tt [ Tt T T T T T T ]

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (Hrs)

Figura 3-12.; === 1540 nm, === Temperatura. Curvas Temperatura Ty cambios en la Longitud de Onda
de Bragg AAp para la caracterizacién de un sensor FBG a la intemperie, es decir sin una
estructura de soporte o dentro de algiin 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 define 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 medicion tiene sentido cuando se comparan las medidas obtenidas con las
medidas proporcionadas por medio de un método, del que se conoce, posee un alto grado de
exactitud y que serd empleado como referencia para la calibracién [53], para la calibracién
de los sensores FBG se tomaran las mediciones registradas por el horno.

Por otra parte, la precisiéon describe la capacidad que el instrumento posee para entregar la
misma medicién, 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 de Ag y T' se llevo a cabo tomando los valores cuando estos alcan-
zaban una condicién de estabilidad en cada uno de los escalones, En este caso se procesaron
3500 muestras. Ademads, la exactitud del sensor se determiné a través de una calibracién
estatica. Esta consiste en mantener constantes todas las entradas de los sensores, para este
caso en particular la deformacion, excepto la que se desea estudiar, que es la temperatura.
Luego se registran las sucesivas respuestas de los cambios en la magnitud de referencia T,
y la magnitud a calibrar Ag en condiciones de estabilidad a lo largo del rango de medicién,
para este caso de los 28 °C a los 50 °C. Los valores de media, desviacién estandar y tamano
del escalén se encuentran registrados en la tabla |3-3|

En la tabla[3-3]se puede apreciar que el método de medicién presenta una desviacién estdndar
de 0.0 °C para las mediciones de Ty de 0.001 nm para las mediciones de Ag. Esto indica que
no se obtienen medidas de diferente magnitud considerables bajo las mismas condiciones de
medicion, descartando de esta manera fuentes de incertidumbre aleatorias y asegurando una
buena precision del método de medicion.
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Escalon Temperatura A = 1539 nm
E, T(En) UT(En) T(En) - T(Enfl) )‘B(En) U)\B(En) AB(En) — )‘B(Enfl)
°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
Escaldn Temperatura [ Ap=t4om
E, T(E,) | oT(E,) | T(E,) - T(En_1) | As(En) | 0As(Ey) | Ap(En) — Ap(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
Escalén Temperatura Ap = 1549 nm
E, T(E,) | oT(E,) | T(E,) - T(En_1) | As(E,) | 0As(Ey) | Ap(En) — Ap(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 5.1 1549.968 0.001 0.050
7 44.0 0.0 -6.1 1549.914 0.001 -0.054
Escalén Temperatura | Ap=1%4m
En T(En) UT(En) T(En) - T(Enfl) /\B(En) U)\B(En) /\B(En) — )‘B<En71)
°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 5.1 1554.926 0.001 0.051
7 44.0 0.0 -6.1 1554.873 0.001 -0.053

Tabla 3-3.: Media, desviacion estandar y tamano de cada uno de los escalones obtenidos en

la prueba de caracterizacion para cada uno de los sensores.

Si se consideran solo las variaciones de Ag, en picometros, y T, se advierte una relacion

lineal entre ambas variables, comportamiento que se asemeja mucho al presentado en la

ecuacion [3-4. No obstante, como se menciond anteriormente, la fibra se encuentra expuesta
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a deformaciones producto de la densidad del medio que la rodea y de la presiéon generada
por la insercion en la placa de cultivo prototipo, por lo que la ecuacion se ve modificada
para incluir estos cambios.

Afortunadamente estas deformaciones son constantes debido a que se maneja el mismo vo-
lumen en el medio de cultivo, ademaés que, al no alterarse la integridad fisica de la placa
prototipo, esta no deformara atn mas la fibra. Por lo anterior, la tinica alteracion en la
ecuacién que relaciona AAg con AT se debe a la presencia de un intercepto que desplazara
la grafica hacia arriba o hacia abajo en el eje y.

AXp = Ap[(1 — pa) A& + (a + ¢)AT] (3-5)
Ke + (a+ QAT = % (3-6)
B
b A, e ]
AT_)\B(a~|—C) B a1 (3-7)
AT = S,A - \p — K¢ (3-8)

Al incluir los valores obtenidos en la caracterizacion para posicionar de manera apropiada la
recta en el plano, se modifica la ecuacion para incluir un término asociado a la temperatura
ambiente 7 y un término que implica una variacién en la longitud de onda, un término
unificado A\p, que incluye la longitud de onda central de Bragg Ap.,, v las deformaciones
impuestas en la fibra.
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Figura 3-13.: m== 1544 nm. Grafica de A\ vs A T para el sensor de 1544 nm, en esta es posible apreciar
una relacién lineal entre ambas variables.

Tisas + Tp = 103901,15 - 107% - Ap,.., + Ag, (3-9)
Tisag + 28 = 103901,15-107% - \p,,,, — 1544737 (3-10)
Tisas = 103901,15-107% - \g,,,, — 160472,06 (3-11)

Repitiendo el proceso mencionado anteriormente con los demas sensores, se obtiene el si-
guiente conjunto de ecuaciones:
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Tis39 = 104927,10 - 107% - Ap,.., — 161557,60 (3-12)
Tisas = 103901,15-107° - \,,,, — 160472,06 (3-13)
Tisa0 = 104620,26 - 107 - Ap,,,, — 162108,03 (3-14)
Tiss4 = 105744,31 - 107% - Ap,.., — 164374,45 (3-15)

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

AByose = 9,50 - T + 1539714,55 (3-16)
AByos = 9,62 - T + 1544468 61 (3-17)
AByos = 9,55 - T + 1549490,06 (3-18)
AByos, = 9,45 - T + 1554452,39 (3-19)

Los graficos de dispersién de las figuras comparan la temperatura medida con
la temperatura estimada haciendo uso de las ecuaciones [3-12{3-15 ademas de presentar una
linea puntuada que indica la concordancia ideal de los valores calculados (eje y) y medidos

(eje z).
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Figura 3-14.: Resultados de la funcién de calibracién para el sensor de ==== 1539 nm. Gréafico de disper-
sién: Los puntos representan la temperatura estimada T, vs la temperatura medida T, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valores. Histograma del
error: Error de T, con relacion a T, la desviacion estandar del error o es de 0.52 °C.

err

los valores que se encuentran entre +o7__ se representan por medio de las barras oscuras y

err

corresponden al 57 % del total de valores.



30 3 Implementacion de las placas de cultivo con sensores FBG embebidos
0.07
50 ]
] 0.06 -
45 ¥
1 4 0.05 H
. ] Z
Y 40 ’ = 0.041
[ ] a
5] =
K ] S 0.03
4 (=%
35 1 |
] 0.02
30 ) 0.01 ~
11
L B S B R B B L R B S R B R | 0.00 T
30 35 40 45 50 -0.6 —or 0.0 or 0.6
T(CO) Terr (°C)
(a) Gréfico de dispersién (b) Histograma del error
Figura 3-15.: Resultados de la funcién de calibracién para el sensor de ==== 1544 nm. Grafico de disper-
sién: Los puntos representan la temperatura estimada T4 vs la temperatura medida T, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valores. Histograma del
error: Error de T, con relacién a T, la desviacién estandar del error o7, es de 0.14 °C.
los valores que se encuentran entre o7, . se representan por medio de las barras oscuras y
corresponden al 68 % del total de valores.
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Figura 3-16.: Resultados de la funcién de calibracién para el sensor de 1549 nm. Grafico de disper-

sion: Los puntos representan la temperatura estimada T, vs la temperatura medida T, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valores. Histograma del
error: Error de T, con relacion a T, la desviacion estandar del error o es de 0.19 °C.
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los valores que se encuentran entre +o7__ se representan por medio de las barras oscuras y

err

corresponden al 73 % del total de valores.
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Figura 3-17.: Resultados de la funcién de calibracién para el sensor de === 1554 nm. Gréfico de disper-
sién: Los puntos representan la temperatura estimada T4 vs la temperatura medida T, la
linea punteada corresponde a la concordancia ideal entre dichos valores. Histograma del
error: Error de 7,4 con relacién a T, la desviacién estandar del error or,,. es de 0.26 °C.

los valores que se encuentran entre o7 se representan por medio de las barras oscuras y

err

corresponden al 70 % del total de valores.

Los histogramas presentados en las figuras contienen la funcién de densidad
de probabilidad del error de T, con relacién a T' 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 (7.5 = 1.0 °C) posee una desviacién estandar or,,. de 0.52 °C,
con un 57 % de los valores medidos dentro del rango o7 ., lo que indica una concordancia
aceptable entre T,y v T para este sensor. Una descripcion de los resultados obtenidos por
sensor se presenta en la tabla

Sensor | max(|Ter|) (°C) | or.,, (°C) | {e € Topr = |er] < o1, } (%)

1539 nm 1.01 0.52 o7
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.,.., desviacion estandar y porcentaje de los valores del
error que se encuentran dentro de dicho rango, para el error de la temperatura estimada T,
con respecto a la temperatura medida 7" de cada uno de los sensores .

Por otra parte, como puede notarse en la figura El histograma del error de la tempe-
ratura estimada con relacién a la temperatura medida para el sensor de 1539 nm, presenta un
comportamiento bimodal. Esto sugiere una ligera histéresis 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 desviacion estandar y debido a su magnitud tan pequena, de 0.52 °C no se considera
un aspecto que afecte de manera significativa el rendimiento del sensor.



4. Caracterizacion del proceso de
hipertermia en esferoides de cancer
de mama.

En el presente capitulo se evaliian los cambios de temperatura que presentaron un conjunto
de esferoides tumorales de la linea celular MCF-7 al ser expuestos ante dos sistemas de
radiacién por microondas. A continuacién, se muestra una descripcion detallada de ambos
montajes experimentales, el proceso de preparacién 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. Descripcion de los montajes experimentales

Todas las pruebas se realizaron dentro de una recamara apantallada para evitar la radiacion
de energia al exterior. La radiacién por la fuente microondas impacta los 16 pozos de la placa
de cultivo, cada pozo cuenta con tres esferoides celulares, con diametros que oscilan entre
los 200 y los 500 um. Los esferoides se sumergieron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco
modificado 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 manipulaciéon
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 radiacién con magnetrén

El primer montaje cuenta con un magnetréon el cual consiste en un tubo de vacio de alta
potencia. Para su alimentacién y operacion requiere un esquema circuital sencillo, como con-
secuencia se trata de un montaje robusto ya que hay menos componentes en su construccion
propensos a fallar y faciles de reemplazar en caso de necesidad. La desventaja que presenta el
magnetron reside en que requiere una fuente de alto voltaje para su alimentacién, ademas de
que es un montaje que ocupa un tamano considerable [54] [55]. En el anexo se presenta
una descripcion mas detallada del funcionamiento del magnetron.
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Para construir el sistema de radiacion por microondas con un magnetrén se empled como
aplicador una antena bocina piramidal, ver figuras y El uso del magnetrén permite
alimentar al aplicador con una senal de 1000W a 2.45 GHz, finalmente el sistema tiene dos
parametros bajo control: la distancia y el tiempo de exposicién.

Recamara apantallada
, Guiade
Magnetron
= Onda
—
Antena
Bocina
Computador Interrogador
Interrogador Optico 0-0-0-¢
Placa de
cultivo

Figura 4-1.: Esquematico del montaje del sistema de radiacién por microondas basado en el uso de un
magnetron. === Sistema de radiacion: En este se conecta el magnetrén al aplicador, que para
este caso es una antena bocina, por medio de una guia de onda. === Sistema de medicién:
El montaje utilizado para interrogar la fibra coincide con el usado para la caracterizacion de
los sensores FBGs

(a) Vista exterior de la recAmara apantallada (b) Vista interior de la recdmara apantallada

Figura 4-2.: Montaje para el sistema de radiacién por microondas basado en el uso de un magnetrén. A)
Magnetrén, B) Guia de onda, C) Antena bocina, D) Placa de cultivo.
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4.1.2. Sistema de radiacion con amplificador de estado sélido (AES)

El segundo montaje hace uso de un Amplificador 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 operacién menor serd 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 magnetrén.

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

Entre las ventajas de los amplificadores de estado sélido se encuentra que no requieren una
fuente de alimentacion de alto voltaje, pero si tienen un consumo de corriente considerable.
Ademas, la modularidad que implica el uso de multiples amplificadores permite que el dispo-
sitivo continte siendo funcional en el caso de que alguno de los médulos falle. Cabe recalcar
que esto tultimo depende del fabricante y de qué tan posible es obtener el esquemético del
circuito [56].

Para construir el sistema de radiaciéon por microondas con un AES, se hizo uso de un am-
plificador de alta potencia (Mini-Circuits ZHL-30W-262-S+) alimentado con una fuente de
poder de laboratorio. La senal a amplificar se obtuvo por medio de un generador de senales
RF (Rigol DSG830), como aplicador se empled la misma bocina piramidal del montaje an-
terior, la senal de alimentacién del aplicador es de méximo 30 W a 2.45 GHz, ver figuras
y [4-4] El esquema de radiacién con AES permite tener tres pardmetros bajo control: la
distancia, la potencia de radiacién y el tiempo de exposicion.
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| Recamara apantallada
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Figura 4-3.: Esquematico del montaje del sistema de radiacién por microondas basado en el uso de un AES.
=== Sistema de radiacién: En este el amplificador es alimentado por medio de una fuente
de poder de laboratorio, la senal a amplificar se obtiene de un generador de sefiales. La salida
resultante del amplificador es acoplada a la guia de onda por medio de un lanzador, el aplicador
es una antena bocina. === Sistema de medicion: El montaje utilizado para interrogar la

fibra coincide con el usado para la caracterizacién de los sensores FBGs.

Figura 4-4.: Montaje para el sistema de radiacién por microondas basado en el uso de un amplificador de
estado sélido. A)) Generador de sefiales, B) Fuente de poder, C) Amplificador, D) Interrogador
éptico, E) Computador, F) Lanzador - Guia de onda.
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4.2. Proceso de preparacion de los esferoides para las
pruebas de hipertermia

Se cultivé la linea celular epitelial MCF-7 de adenocarcinoma de cancer de mama en placas
de baja adherencia de Corning Costar de 96 pozos. Las células MCF-7 se sembraron en una
densidad de 2500 células por pozo, después de 96 horas a partir de su siembra se evalué
el nimero total de esferoides formados haciendo uso de un microscopio 6ptico invertido.
Después de un tiempo de desarrollo que va de 7-12 dias los esferoides estan listos para llevar
a cabo las pruebas de hipertermia, ver figura

Figura 4-5.: Imdgenes obtenidas con el microscopio 6ptico invertido de algunos esferoides preparados para
las pruebas de hipertermia.

Los esferoides fueron cultivados en los laboratorios de la Universidad El Bosque y luego se
trasladaron a los laboratorios de la Universidad Nacional en donde se llevaron a cabo las
pruebas de hipertermia. Para su transporte, los esferoides fueron colocados en una nevera de
espuma de poliestireno donde se mantuvieron a una temperatura entre 4 y 8 °C por medio de
almohadillas de termogel para no comprometer la recuperacién celular [57]. Por otra parte,
para el control del C'O, se dispuso dentro de la nevera un recipiente con una vela, practica
recomendada para casos en los que no se dispone con una incubadora que permita regular el
ambiente al que se encuentran expuestos los cultivos [58], la importancia del control de este
pardmetro se detalla en la seccién [4.4]
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En la figura[4-6al se muestran los esferoides dentro de la placa de cultivo de 96 pozos. Como
referencia, para dimensionar la magnitud de los esferoides, cada pozo posee un didmetro
superior de 6.8 mm, un didmetro inferior de 6.21 mm y una profundidad de 11.7 mm. Previo
a las pruebas de hipertermia los esferoides eran trasladados de la placa de cultivo a tubos de
micro-centrifuga, para luego ser llevados a una incubadora donde se calentaban hasta llegar

a una temperatura de 37 °C, ver figuras y

(a) Vista inferior de la placa de cultivo MatTek (b) Traslado de los esferoides a tubos de micro-
de 96 pozos con los esferoides celulares centrifuga

Figura 4-6.: Proceso de traslado de los esferoides desde las placas de cultivo Corning Costar de baja adhe-
rencia de 96 pozos a tubos de micro-centrifuga, para lo cual se hace uso de una micro-pipeta.
Esto se lleva a cabo para que los esferoides puedan ser ingresados mas facilmente a la incuba-
dora.

Cuando los esferoides alcanzan la temperatura deseada son trasladados a la placa de cultivo
prototipo para asi llevar a cabo las pruebas de hipertermia, figura Al terminar las
pruebas los esferoides son extraidos de la placa de cultivo y cargados de nuevo a tubos de
micro-centrifuga. Estos son centrifugados a 1200 rpm durante 5 minutos con la finalidad
de peletizar los esferoides, esto es separar los esferoides del medio, la solucién remanente es
extraida y el medio cambiado.
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(a) Esferoides dentro de la incubadora (b) Traslado de los esferoides a la placa multipozo
prototipo

Figura 4-7.: En la incubadora los esferoides alcanzan una temperatura de 37 °C, después de esto son tras-
ladados a la placa multipozo prototipo.

4.3. Medicién de los cambios de temperatura obtenidos
en las pruebas de hipertermia

El proceso de calentamiento se puede dividir en dos partes: Un periodo de calentamiento
inicial en el que se busca alcanzar una temperatura que se encuentre dentro de los intervalos
de tratamiento por hipertermia y un periodo de mantenimiento, en el que se alterna el fun-
cionamiento de la fuente microondas entre estados de encendido y apagado con la finalidad
de mantener la temperatura de tratamiento constante.

Para analizar los cambios de temperatura presentados en los esferoides, se consideraron los
siguientes parametros de las curvas obtenidas: T,, Temperatura inicial en °C de la prueba;
Ty Temperatura final alcanzada durante el primer intervalo de calentamiento; AT', Cambio
de temperatura alcanzado en el primer intervalo de calentamiento; Er, Lapso de tiempo en
minutos que toma llegar de T, a T¥; T, Temperatura promedio alcanzada en el intervalo
de mantenimiento; Hp, Duraciéon en minutos del intervalo de mantenimiento. Todos los

pardmetros mencionados anteriormente se presentan en la figura [4-8|
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4.3.1. Pruebas llevadas a cabo en el sistema de radiacion utilizando
un magnetron

La primera distancia de exposicién considerada fue de 26 cm. Bajo estas condiciones se
realizaron tres pruebas de radiacion, obteniendo un AT méximo de 35.5 °C en un intervalo
de 3 minutos. Las mediciones de temperatura durante el proceso de radiacién para la prueba
numero 3 se presentan en la figura . Los pardmetros de estudio T,, Ty, AT, Er, Ty Hyp
para cada una de las tres pruebas se encuentran condensados en la tabla

Temperatura (°C)

T T T T T T T T T

T T T
0 (D)2 g 4 ()6 8
g Tiempo (Min) ~
Figura 4-8.: Sensores: === 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm. Pardmetros de interés:

T,, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de calentamiento; Er,

Lapso de tiempo entre de T, y Ty; T', Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento;
Hrp, Duracion del intervalo de mantenimiento. Prueba de calentamiento con magnetrén a una
distancia de exposiciéon de 26 cm, intervalo de calentamiento inicial de 3 minutos, intervalo de
mantenimiento de 5.6 minutos con periodos de encendido y apagado de la fuente microondas
de 10 segundos y un minuto respectivamente.

De acuerdo con lo presentado en la tabla del total de las pruebas dos pozos alcanzaron
el rango de temperaturas de un tratamiento diatérmico, es decir temperaturas inferiores a
41 °C. Por otra parte, seis de los pozos llegaron a rangos de hipertermia, entre los 41 y los
48 °C. Finalmente se tiene que dos pozos alcanzaron temperaturas de tratamiento térmico
irreversible llegando a temperaturas superiores a los 48 °C con un maximo de 57.5 °C.
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Prueba 1
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T (°C) | Hy (min)
1539 nm ‘ 17.0 47.8 30.8 3.0 51.5 7.0
17.0 44.0 27.0 3.0 50.7 7.0
1549 nm 17.0 52.6 35.6 3.0 55.3 7.0
‘ 17.0 47.1 30.1 3.0 51.3 7.0
Prueba 2
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T' (°C) | Hy (min)
1539 nm 22.0 57.5 35.5 3.0 56.1 5.5
22.0 45.7 23.7 3.0 48.7 5.5
1549 nm | 22.0 44.3 22.3 3.0 47.9 5.5
22.0 52.2 30.2 3.0 51.0 5.5
Prueba 3
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T (°C) | Hr (min)
1539 nm 15.0 44.7 29.7 3.0 44.0 5.6
15.0 39 24.0 3.0 40.2 5.6
1549 nm 15.0 38 23.0 3.0 38.9 5.6
‘ 15.0 50 35.0 3.0 47.6 5.6

Tabla 4-1.: Parametros: T,, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de
calentamiento; AT, Diferencia de temperatura entre Ty y 1,; Er, Lapso de tiempo entre T,
y TY; T, Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento; Hy, Duracién del intervalo
de mantenimiento. Parametros de estudio de las tres pruebas del sistema de hipertermia con
magnetrén a una distancia de 26 cm.

La segunda distancia de exposicion fue de 20 c¢m, distancia a la que se llevaron a cabo dos
pruebas de radiacion, obteniendo un AT maéaximo de 28.9 °C en un intervalo de 4.3 minutos,
las mediciones de temperatura durante el proceso de radiaciéon para la prueba nimero 2
se presentan en la figura Los parametros de estudio de las curvas de temperatura se
encuentran condensados en la tabla [4-2l
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Figura 4-9.: Sensores: === 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm. Prueba de calentamiento

con magnetron a una distancia de exposicién de 20 cm, intervalo de calentamiento inicial de
4.3 minutos, intervalo de mantenimiento de 6.9 minutos con periodos de encendido y apagado
variables de la fuente microondas.
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Prueba 1
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T (°C) | Hy (min)
[EECET 200 | 295 9.5 3.0 30.9 75
21.1 39.1 18.1 3.0 42.5 7.5
1549 nm | 21.1 40.9 19.8 3.0 42.0 7.5
‘ 21.1 36.9 15.8 3.0 38.6 7.5
Prueba 2
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | By (min) | T (°C) | Hy (min)
1539 nm 22.4 37.8 15.4 4.3 36.7 6.9
23.3 52.2 28.9 4.3 50.3 6.9
1549 nm | 24.7 49.4 24.7 4.3 49.0 6.9
24.4 43.2 18.8 4.3 43.4 6.9

Tabla 4-2.: Parametros: T,, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de
calentamiento; AT, Diferencia de temperatura entre Ty y 1,; Ep, Lapso de tiempo entre T,
y Tt; T, Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento; Hr, Duracién del intervalo
de mantenimiento. Parametros de estudio de las tres pruebas del sistema de hipertermia con
magnetron a una distancia de 20 cm.

De acuerdo con lo presentado en la tabla[d4-2] un pozo alcanz6 el rango de temperaturas de un
tratamiento diatérmico, tres de los pozos llegaron a rangos de hipertermia, dos pozos alcan-
zaron temperaturas de tratamiento térmico irreversible, finalmente dos pozos no alcanzaron
una temperatura de tratamiento térmico.

4.3.2. Pruebas llevadas a cabo en el sistema de radiacion utilizando
un AES

Se realizé una prueba de radiacién a una distancia de 20 cm, obteniendo un AT maximo de
8.7 °C en un intervalo de 25 minutos. Las mediciones de temperatura durante el proceso de
radiacién para esta prueba se presentan en la figura[d-10] Los pardmetros de estudio de las
curvas de temperatura se encuentran condensados en la tabla
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Figura 4-10.: Sensores: === 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm. Prueba de calentamiento
con AES a una distancia de exposicién de 20 cm, intervalo de calentamiento inicial de 25
minutos.

Prueba 1
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Ey (min) | T (°C) | Hr (min)
17.8 224 4.6 25.0 - -
18.8 27.4 8.5 25.0 - -
1549 nm 18.9 27.6 8.7 25.0 - -
19.1 24.1 5.1 25.0 - -

Tabla 4-3.: Parametros: T,, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de
calentamiento; AT, Diferencia de temperatura entre Ty y T,; E7, Lapso de tiempo entre T, y
Ty; T, Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento; Hy, Duracién del intervalo de
mantenimiento. Pardmetros de estudio de la prueba del sistema de hipertermia con AES a una
distancia de 20 cm.

De acuerdo con lo presentado en la tabla [4-3] ninguno de los pozos alcanzé una temperatura
de tratamiento térmico.

La segunda distancia de exposicion fue de 15 cm, donde se realizé una prueba de radiacion
obteniendo un AT maéaximo de 7.7 °C en un intervalo de 20 minutos. Las mediciones de
temperatura durante el proceso de radiacion para esta prueba se presentan en la figura
Los parametros de estudio de las curvas de temperatura se encuentran condensados en

la tabla [4=4]
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Figura 4-11.: Sensores: === 1539 nm, === 1544 nm, 1549 nm, === 1554 nm. Prueba de calentamiento
con AES a una distancia de exposicién de 15 cm, intervalo de calentamiento inicial de 20
minutos.

Prueba 1
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T (°C) | Hr (min)
20.9 28.3 7.5 20.0 - -
23.3 31.0 7.7 20.0 - -
1549 nm 22.8 27.8 5.0 20.0 - -
22.4 25.4 3.1 20.0 - -

Tabla 4-4.: Parametros: T,, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de
calentamiento; AT, Diferencia de temperatura entre Ty y T,; E7, Lapso de tiempo entre T, y
Ty; T, Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento; Hy, Duracién del intervalo de
mantenimiento. Pardmetros de estudio de la prueba del sistema de hipertermia con AES a una
distancia de 15 cm.

De acuerdo con lo presentado en la tabla [4-4] ninguno de los pozos alcanzé una temperatura
de tratamiento térmico.

La tercera distancia de exposicién fue de 8 cm, en este caso se realizaron dos pruebas de
radiacion obteniendo un AT maximo de 25 °C en un intervalo de 16 minutos con un inter-
valo de mantenimiento de 5 minutos. Las mediciones de temperatura durante el proceso de
radiacién para la prueba nimero 2 se presentan en la figura[d-12] Los pardmetros de estudio
de las curvas de temperatura se encuentran condensados en la tabla
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1549 nm, === 1554 nm. Prueba de calentamiento con AES

intervalo de mantenimiento de 5 minutos con periodos de encendido y apagado variables de

la fuente microondas.

Prueba 1
Sensor —
T, (°C) | Ty (°C) | AT (°C) | Er (min) | T (°C) | Hr (min)
EECRT 203 | 461 25.8 215 45.2 3.5
| 214 | 367 15.3 215 36.5 3.5
1549 nm | 212 | 422 21.0 215 41.9 3.5
| 219 | 399 18.0 215 39.7 3.5
Prueba 2
Sensor —
T, (°C) | T; (°C) | AT (°C) | By (min) | T (°C) | Hy (min)
[EECRN 214 | 463 24.9 15.8 45.7 5.0
226 | 45.7 23.1 15.8 44.9 5.0
1549 nm | 225 | 434 20.9 15.8 42.9 5.0
| 225 | 441 21.6 15.8 435 5.0

Tabla 4-5.: Parametros: T, Temperatura inicial de la prueba; Ty Temperatura final del intervalo de
calentamiento; AT, Diferencia de temperatura entre Tt y T,; E7, Lapso de tiempo entre T, y
Ty; T, Temperatura promedio del intervalo de mantenimiento; Hy, Duracién del intervalo de
mantenimiento. Parametros de estudio de las dos pruebas del sistema de hipertermia con AES

a una distancia de 8 cm.

De acuerdo con lo presentado en la tabla[4-5|dos pozos alcanzaron el rango de temperaturas

de un tratamiento diatérmico, por otra parte ocho pozos alcanzaron el rango de temperaturas

de un tratamiento por hipertermia.
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4.4. Resultados de la muerte celular producto de los
tratamientos de hipertermia

En esta seccion se muestran algunos resultados preliminares de la respuesta bioldgica pre-
sentada por los esferoides durante las pruebas de radiacion. Es importante mencionar que al
momento de presentar este documento ain no se tienen suficientes esferoides radiados para
adelantar estudios mas completos sobre el tema.

En funcién de los resultados obtenidos en la seccion 4.3 los esferoides celulares son divididos
en tres grupos:

» Grupo I (36 °C < T < 41 °C): Este grupo se encuentra un grado por debajo de la
temperatura del cuerpo humano y llega hasta temperaturas de tratamiento diatérmico.

» Grupo II (41 °C < T < 43 °C): Temperaturas dentro del rango de hipertermia.

» Grupo III (43 °C < T' < 48 °C): Temperaturas dentro del rango de hipertermia donde
se presentan danos en la vasculatura del tumor.

Para la evaluacion de muerte celular en los esferoides se hizo uso de un citémetro de flujo.
En este equipo, los esferoides son expuestos a distintos fluorocromos. Los fluorocromos son
una serie de componentes que presentan fluorescencia ante la exposicién a una longitud de
onda especifica; finalmente, la longitud de onda de fluorescencia obtenida en el citémetro
se relaciona con la muerte celular. Los fluorocromos empleados fueron CFSE (éster succini-
midilico de diacetato de 5,6-carboxifluoresceina) e IP (yoduro de propidio) [59].

El CFSE puede atravesar la membrana plasmatica de células intactas lo que permite evaluar
la integridad de la misma, ademads, si son metabolizados por las células dan como resultado
un compuesto fluorescente color verde lo que indica que la célula se encuentra activa me-
tabdlicamente indicando a su vez actividad enzimética en la misma [59).

Por otra parte, el IP presenta unién a acidos nucleicos, tanto ADN como ARN emitiendo
una fluorescencia roja al unirse estas moléculas, sin embargo, no es capaz de atravesar la
membrana celular. Esto permite poner de manifiesto a células muertas con membrana celular
comprometida [59].

Las figuras 4-13a] y [4-13b| muestran fotos, tomadas con un citémetro de flujo, de esferoides

de los grupos II y IIT expuestos a fluorocromos. Adicionalmente se muestra la foto de un
esferoide del grupo de control el cual no fue expuesto a un tratamiento de hipertermia, ver
figura [4-14] En estas figuras se puede observar predominancia del color verde del grupo de
control y alta coloracion roja en los grupos sometidos a radiacién, lo que indica alta muerte
celular.
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(a) Esferoides celulares del grupo II expuestos a  (b) Esferoides celulares del grupo II expuestos a
una temperatura de 42.2 °C una temperatura de 45.7 °C

Figura 4-13.: == Células vivas, == Células muertas. Imégenes obtenidas con el citémetro de flujo de dos
esferoices sometidos a radiacién

Figura 4-14.. == Células vivas, == Células muertas. Imagen obtenida con el citémetro de flujo de un esferoide
del grupo de control en el que no se realizaron pruebas de hipertermia.
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Para la supervivencia de los cultivos celulares, es necesario que el medio de cultivo se ase-
meje lo mejor posible al entorno fisiolégico de las células. Lo que implica que requieren un
entorno estrictamente controlado, por lo cual estas son mantenidas en incubadoras las cuales
brindan condiciones apropiadas para su crecimiento, permitiendo controlar pardmetros como
la temperatura, la humedad relativa y los niveles de CO; [60].

Por otra parte, existen otros parametros asociados al medio de cultivo como lo son la com-
posicién de nutrientes, el pH, la osmolalidad, el volumen y la frecuencia de reposicion del
medio, entre otros. Todas estas variables pueden fluctuar con el tiempo por lo que deben
ser continuamente monitoreadas. De alli cabe recalcar que es de vital importancia mantener
el entorno de trabajo en el que se manipularan las células ultra-limpio, sin ningin tipo de
contaminacién ya sea bioldgica o por particulas [60].

Es de esperarse que se presente muerte celular durante el transito al laboratorio donde se
realizaron las pruebas de hipertermia, en la manipulacién de carga en las placas prototipo,
durante las pruebas de hipertermia, en la manipulacién de descarga de las placas y durante
el retorno al laboratorio donde se evalu6 el comportamiento presentado por los esferoides.
En la figura se muestran el porcentaje de células vivas en verde y el porcentaje de
células muertas en rojo para cada uno de los grupos de esferoides. Es necesario aclarar que los
resultados vistos en la figura[4-15a]no necesariamente se encuentran ligados a una muerte por
hipertermia, sino que presentan resultados de muerte celular asociados a multiples factores,
entre los que se encuentran la manipulacion y el transporte de los esferoides. De alli la
importancia de la gréfica la cual muestra el porcentaje de citotoxicidad para cada
uno de los grupos de esferoides.

La citotoxicidad es una caracteristica derivada de una respuesta de muerte celular inmu-
nogénica (ICD). Esta se caracteriza por la liberaciéon de moléculas inmunogénicas consecuen-
cia de la muerte de células tumorales, en este caso debido al aumento de la temperatura.
En la figura (realizada por el grupo de investigaciéon INMUBO de la universidad El
Bosque) se puede observar que la citotoxidad es mayor en los grupos que fueron sometidos
a radiacion que en el grupo de control. Lo que sugiere una relacién entre el aumento de la
temperatura y la ICD [61].
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(a) Porcentaje de células vivas/muertas. (b) Porcentaje de citotoxicidad.

Figura 4-15.: Resultados de muerte celular y porcentaje de Citotoxicidad de cada grupo de esferoides
expuestos a los tratamientos de radiacién.



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

En este trabajo se presentan los resultados de la caracterizacién de la temperatura inducida
en esferoides de cancer de mama expuestos a un sistema de hipertermia por microondas
mediante el uso de sensores opticos tipo FBG.

Los experimentos realizados permiten evidenciar la practicidad de las impresoras 3D pa-
ra disenar e implementar alternativas a las placas de cultivo convencionales empleadas en
el estudio de cultivos celulares. Las placas resultantes son personalizables, de bajo costo y
faciles de construir. A su vez, satisfacen los requerimientos de biocompatibilidad, resistencia
a la biodegradacion y condiciones de esterilidad requeridos en instrumentos que entran en
contacto con muestras biolégicas. Como una ventaja adicional posibilitan la insercién de
sensores, de manera que la placa es adaptable a una tarea de medicion especifica, para este
caso en particular, la medicién de temperatura en pruebas de radiacion por microondas.

Por otra parte, la apropiada caracterizacion y calibracién de los sensores FBGs embebidos
en las placas de cultivo, hace posible monitorear la temperatura en tiempo real durante las
pruebas de radiacion por microondas. La medicién de temperatura en tiempo real permite
controlar los periodos de funcionamiento del sistema de radiacién, de tal forma que es posi-
ble evitar llegar a temperaturas que resulten perjudiciales tanto para los resultados que se
esperan de los esferoides (evitar alcanzar temperaturas de ablacién térmica) como para la
placa de cultivo.

El uso del sistema de radiacién con magnetrén permite obtener cambios de temperatura con-
siderables en intervalos cortos de tiempo, con la desventaja de que no es posible controlar la
potencia con la que se radian las muestras. Por otra parte el sistema de radiacién con AES
permite el control de la potencia de radiacién para poder elevar la temperatura de los esferoi-
des a rangos de temperatura de hipertermia. Sin embargo, requiere operar a maxima potencia
(30 W), ademas tiene limitacién en la distancia de exposicién a la cual se encuentra el cultivo
celular (8 cm para el AES, en comparacién con 20 cm para el magnetrén). Respecto de los
tiempos de exposicion el sistema de radiacién con AES requiere tiempos més prolongados (15
minutos para el AES, en comparacién con los 3 minutos requeridos en el caso del magnetrén).
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A pesar de que este trabajo no estd centrado en la evaluaciéon de la muerte celular por hi-
pertermia, se pudo evidenciar la relacién entre el aumento de temperatura por radiacion y
la muerte celular en esferoides de cancer de mama de la linea celular MCF7.

5.2. Trabajo futuro

Como primera observacion, se recomienda realizar mas pruebas de radiacion. para evaluar con
una muestra significativa la muerte celular causada directamente por el proceso de radiacién.

La potencia de radiacion de 1000 W que ofrece el magnetréon, da la posibilidad de considerar
el uso de un divisor de guia de onda, de manera que la potencia pueda ser distribuida en
multiples aplicadores. Esto permitiria tener diferentes puntos de exposicién para el calenta-
miento de la placa de cultivo, otra posibilidad a tener en cuenta es la de tener multiples AES.
También se considera el uso de antenas mas directivas de manera que al ser posicionadas
alrededor de la placa de cultivo se logre obtener un patrén de radiacion mas uniforme en
todos los pozos, lo que a su vez permita un mejor control en la temperatura.

Se sugiere el recubrimiento de los sensores FBG con un polimero que permita protegerlos
del dano ambiental y del estrés mecdnico. Adicionalmente, si este recubrimiento posee un
coeficiente de expansién térmica mayor al de la silica, seria haria posible amplificar el estrés
térmico inducido en el senor aumentando su sensibilidad a la temperatura.

Otras recomendaciones son: Automatizar los procesos de control de altura y posicionamien-
to del aplicador a la placa de cultivo, esto con la finalidad de asegurar repetibilidad en las
muestras. Mejorar el proceso de manipulacion de los esferoides de manera que no presen-
ten cambios bruscos de temperatura durante su traslado de la incubadora a las placas de
cultivo. Incluir més sensores FBGs en las placas de manera que sea posible tener un mejor
conocimiento de la distribucion de la temperatura.



A. Anexo: Explicacion fuentes de
microondas

A.1. El Magnetrén

El magnetréon moderno, desarrollado en el ano 1940, es el primer dispositivo microondas
realmente practico y ha sido uno de los principales componentes en las operaciones de radar
desde su introduccion por los britanicos y su subsecuente desarrollo, logrado principalmente
en los Estados Unidos y en el Reino Unido durante la segunda guerra mundial [56]. Des-
de entonces muchos dispositivos microondas han sido desarrollados para la generacion y
la amplificacion de la radiacién microondas. Ahora bien, aunque en los ltimos afios, los
dispositivos de estado sélido han estado ocupando muchas dreas que alguna vez estuvieron
reservadas para los tubos de microondas; estos ultimos tienen ciertas propiedades tinicas que
hacen poco probable que sean reemplazados del todo por los dispositivos de estado sélido,
especialmente en el dominio de la alta potencia (1 kW a 10 MW) o el de las altas frecuencias
(de 1 GHz en adelante) [62].

A.1.1. Principio de funcionamiento

En teoria el funcionamiento del magnetrén se basa en el movimiento de electrones ante
la influencia de campos eléctricos y magnéticos. Para que el tubo funcione, los electrones
deben fluir desde el catodo hasta el anodo, movimiento que se encuentra gobernado bajo las
siguientes dos leyes bésicas [55]:

1. La fuerza ejercida por un campo eléctrico sobre un electréon es proporcional a la fuerza
del campo. Los electrones tienden a moverse desde un punto con potencial negativo
hacia un punto con potencial positivo [55].

2. La fuerza ejercida sobre un electréon en un campo magnético esté en angulo recto tanto
con el campo mismo como con la trayectoria del electron. La direccion de la fuerza es
tal que el electron se dirige hacia el &nodo describiendo una curva en vez de ir en linea
recta [55].

El proceso comienza con un voltaje bajo siendo aplicado al filamento del magnetrén el cual
provoca que este se caliente, el voltaje en el filamento usualmente ronda entre los 3 a los 4
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VAC dependiendo de la marca y el modelo, En el magnetrdn el filamento es también el catodo,
asi que el incremento de temperatura provoca un incremento de la actividad molecular del
catodo hasta el punto en el que este comienza a emitir electrones. Los electrones que salen
de la superficie del filamento calentado podrian compararse con las moléculas que salen de
la superficie del agua hirviendo en forma de vapor. Sin embargo, los electrones a diferencia
de las moléculas de agua, no se evaporan; estos simplemente flotan sobre la superficie del
catodo esperando un impulso.

Los electrones al ser cargas negativas, son fuertemente repelidos por otras cargas negativas.
De manera que esta nube flotante de electrones puede ser repelida por un catodo cargado
negativamente. La distancia y la velocidad de su viaje aumentan con la intensidad de la carga
negativa aplicada. Por lo tanto, el momento lo proporcionan 4000 voltios DC los cuales se
obtienen por medio de un transformador de alto voltaje y la acciéon duplicadora del diodo y
del capacitor que conforman el circuito que alimenta al magnetrén, ver figura [A-1] Vale la
pena notar que el transformador posee un devanado adicional que brinda el voltaje necesario
para calentar el filamento del magnetron.

Tarjeta
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Figura A-1.: Circulos amarillos: A) Relé, B) Transformador de alto voltaje, C) Magnetrén, D) Conden-

%

sador de alto voltaje, E) Diodo F) Lampara G) Ventilador. Circulos grises: F) Conexién a
Fase. N) Conexién a Neutro. Esquema del circuito requerido para alimentar al magnetrén.

En cada cavidad resonante del tubo del magnetron, las paredes actian como un inductor,
mientras que los lados paralelos de las aberturas conforman las placas de un condensador,
dado que la magnitud de la inductancia y la capacitancia es muy pequena, la frecuencia de la
corriente alterna es muy alta. Las oscilaciones electromagnéticas producidas en las cavidades
resonantes son luego interceptadas por la antena que se encargard de acoplar la energia en
una guia de onda.

Guia de onda

La energia microondas no puede viajar a través de un conductor sélido, por lo que la antena
irradia la potencia de RF' en una guia de onda. La guia de onda, por lo general es un tubo
de metal hueco que transporta la energia microondas a la cavidad del horno. La mayoria de
los hornos de microondas utilizan una guia de onda rectangular, a través de la cual viajan
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las ondas de energia reflejandose de lado a lado en un patréon en zigzag.

Figura A-2.: A) Soporte Launcher, B) Magnetrén, C) Antena magnetrén, D) Launcher. Launcher em-
pleado para adaptar la antena del magnetron al utilizado en las pruebas de radiaciéon

Para esta aplicacion en particular se hace uso de un launcher WR 340 que para términos
préacticos es una guia de onda rectangular con un ancho a de 86.36 mm y una altura b de
43.18 mm, esta opera en el rango de frecuencias de 2.2 a 3.3 GHz. Su frecuencia de corte
para el modo T'Fg es de 1.735 GHz lo que hace que actie como un filtro pasa altas con
frecuencia de corte de 1.735 G Hz, ésta en vez de transportar la energia microondas a una
cavidad resonante, la envia al espacio libre por medio de una antena tipo bocina piramidal.

A.2. Amplificador de estado sélido AES

En la figura[A-3|se muestra un AES con sus componentes principales, primero la senal ingre-
sa a un preamplificador, este se encarga de convertir las senales débiles de entrada en unas
lo suficientemente fuertes para su posterior procesamiento, ademas de hacerlas menos tole-
rantes al ruido, sin la presencia de este la senal final resultante seria ruidosa o distorsionada.
Luego la senal pasa a un amplificador driver encargado de brindar la corriente necesaria a
la frecuencia de operacion seleccionada, de manera que sea capaz de alimentar una carga de
baja impedancia, en este caso los divisores de potencia [54].

Los divisores de potencia, como su nombre lo indica, dividen y distribuyen la potencia de
la senal resultante del amplificador driver en n canales que a su vez estan conectados a n
modulos amplificadores de RF. Los médulos amplificadores de RF se encargan de proteger,
alimentar y alojar a los transistores, ademés de acondicionar la senal a la entrada de los
mismos. Gracias a los tltimos desarrollos en transistores de alta potencia como lo son los
LDMOS (Laterally-Difused Metal-Oxide Semiconductor) y en particular con la llegada de los
dispositivos MOSFET de sexta generacion es posible obtener potencias de salida de cientos
de watts hasta 1 kW en onda continua con frecuencias de operaciéon de hasta 1 GHz, estos
transistores son fabricados por NXP y Freescale semiconductor Inc [54].
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Entrada RF
Ej: 3 mW - 2,45 GHz

®_'[ @...'. .......... -D e

Figura A-3.: Principales componentes de un AES. A) Preamplificador, B) Amplificador driver, C) Divisor
de potencia de n salidas, D) Modulo amplificador de RF, E) Sistema de refrigeracién, F)
Combinador de potencia de n entradas, G) Entrada del sistema convertidor de potencia, H)
Entrada de control.

Salida RF
Ej: 30 W —2,45 GHz

La salida de estos médulos amplificadores es recombinada por medio de un combinador de
potencia, luego la senal resultante es acoplada a un conector coaxial de RF o a un alimentador
de guia de onda de RF. Un sistema convertidor de potencia suministra potencia DC a los
moédulos amplificadores, otra entrada del AES permite controlar algunos parametros del
amplificador y finalmente un sistema de refrigeracion evita que los médulos amplificadores
de RF se sobrecalienten [54].

La informacién presentada en esta secciéon da una perspectiva mas general a lo que son los
AES, sin embargo, el AES empleado, como se mencioné en la seccién es de la marca
Mini-Circuits modelo ZHL-30W-262-S+, de manera que los esquemas electréonicos de este
producto son parte de la propiedad intelectual de la empresa, lo que hace dificil conocer a
mas detalle su configuracion.

Guia de onda

El AES de Mini-Circuits tiene una potencia maxima de salida de 30 W y opera en frecuencias
desde los 2.3 GHz a los 2.5 GHz, se especifica que la magnitud de la senal de RF a la entrada
no debe exceder los 9 dBm, el puerto de salida del AES es un conector coaxial SMA, por lo
que se hace uso de un adaptador de cable coaxial a guia de onda para poder alimentar de
esta manera a la Antena tipo Bocina encargada de irradiar la placa de cultivo.
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Figura A-4.: Esquema de conexién para adaptar la salida del AES la cual es SMA a una
conexién de guia de onda. A) Sistema de refrigeraciéon, B) AES, C) Cable
coaxial, D) Adaptador de cable coaxial a guia de onda.



B. Anexo: Cddigo implementado en
Python

import memmertizer as mem

3|DEBUG = False

#
minutes = 120
experimento = {7257 : 180,
728”7 : 180,
”30” : minutes,
”?35” : minutes,
7407 : minutes,
745” . minutes ,
”50” : minutes,
744”7 : minutes,
”729” : minutes,
720”7 . 300}
#
URL = "http://192.168.100.100/atmoweb?TemplRead="
file = 7cultivo.txt”
rt = mem. RepeatedTimer (1, mem.dataMiner ,URL, file ,DEBUG)
S ——

for temperatura in experimento:
mem. setTemp (temperatura , DEBUG)
mem. waitMin (experimento [temperatura])

#
rt.stop ()

Cédigo B.1: Script en python que define la rutina que llevarda a cabo el horno para la
caracterizacion de los sensores

import requests
import re

sl import datetime

from threading import Timer
from time import sleep

class RepeatedTimer(object):
def __init__(self, interval, function, xargs, xxkwargs):
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self. _timer = None
self.interval = interval
self.function = function
self.args = args
self .kwargs = kwargs
self.is_running = False

self.start ()

def _run(self):
self.is_running = False
self.start ()
self.function (*self.args, xxself.kwargs)

def start(self):
if not self.is_running:

self. _timer = Timer(self.interval , self._run)
self. _timer.start ()
self.is_running = True

def stop(self):
self. _timer.cancel ()
self . is_running = False

def setTemp (temp, DEBUG) :

if (DEBUG) :

print (”Este es un valor de prueba para 7 + temp + 7 grados celsius”)
else:

URL = "http://192.168.100.100/atmoweb”

temperatura = temp
PARAMS = {” TempSet” : temperatura}
try:

r = requests.get(url = URL, params = PARAMS)
print (r.url)

except requests.exceptions.ConnectionError as e:
print (”"No se pudo realizar la conexion”)
print (e)

def dataMiner (URL, file , DEBUG) :

if (DEBUG): URL = "https://20dicprueba.github.io/temp.html”
if (DEBUG=False): URL = URL
try:

r = requests.get (URL)

data = r.text

dataArray=re.split (': |,', data)

dateTimeObj=datetime . datetime .now ()

timestampStr = dateTimeODbj.stritime (”%d/ %/ %Y YH: 9M: %S. %)
textDoc = open(file ,'a')

textDoc. write ("%s %s\n” %(timestampStr ,dataArray [1]))
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textDoc. close ()
print (dataArray [1])

59 except requests.exceptions.ConnectionError as e:
print ("No se pudo realizar la conexion”)
61 print (e)

63| def waitMin (minutes):
sleep (minutes*60)

def waitSec(seconds):
67 sleep (seconds)

6o| def hello (name) :
print ( "Hello %s!” % name)

Cédigo B.2: Médulo de python que contiene las funciones necesarias para controlar el horno
ademas de otras funciones empleadas para el manejo del tiempo.

import pandas as pd

ol import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

1| import sys

from scipy import arange

import matplotlib
s|import Hefesto as EFE
import time

10
# Nombre del archivo

12| file = "Peaks.20220819121723.txt”

# Ubicacion del archivo en la carpeta de ENLIGHT

14| path = ”G:/Documentos /07 Maestria/Hyperthermia/Pruebas/RealTimePlotter /Update/
T+ file

16|x = np.arange(0,600,1)/60

vyl = 0x*x
18| y2 = 0*x
yv3 = 0x*x
20lyd = 0xx

2|# Para ejecutar el bucle de eventos en la GUI

plt.ion ()

# Definicion de las rectas del grafico
26| figure , ax = plt.subplots(figsize=(10, 6))
linel , = ax.plot(x, yl, color=EFE. colorBrown)
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line2 , = ax.plot(x, y2, color=EFE. colorBlue)
line3 , = ax.plot(x, y3, color=EFE. colorYellow)
line4 , = ax.plot(x, y4, color=EFE. colorOrange)

# Propiedades del gréafico

# Titulo

plt.title ("Prueba hipertermia”, fontsize=20)

# Rejilla

plt . minorticks_on ()

plt.grid (which="major', linestyle='-"', linewidth='0.5"', color=EFE.
colorDarkGray)

plt.grid (which="minor', linestyle=':"', linewidth='0.5"', color=EFE. colorGray)

# Etiqueta de los ejes

plt.xlabel (” Tiempo”)
plt.ylabel (” Temperatura”)
plt.ylim ([20, 60])
# Loop
for _ in range(50):
# Creacion de los nuevos valores del grafico
datal = pd.read_csv(path, delim_whitespace=True, decimal=",",
skiprows=34)
skipBase = 0
datal = datal.reset_index ()
Pwv = datal.iloc [skipBase:len(datal) ,[3,5,7,9]]
Pwv = Pwv.rename (columns={"level_37:"PwvA” | "level_5”:"PwvB”, ”Timestamp” :
? Pwv(C? , PCH” - PwvD” })
Pwv = Pwv.reset_index (drop=True)
# Para considerar solo la variacién en la longitud de onda

for key in Pwv.keys():
Pwv]key]|=(Pwv[key] — Pwv[key][0])=*1000

Ptp = EFE. tempApprox (Pwv)
Ptp = Ptp.rename (columns={"PwvA” :"PtpA” ; "PwvB” :”"PtpB” , "PwvC” :”PtpC”, 7
PwvD” :”PtpD” })

if len (Ptp) <600:
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68 new_yl = 224+Ptp[”PtpA”]
new_yl.values.resize (yl.shape)
70 new_y2 = 22+4+Ptp[” PtpB” ]
new_y2.values.resize (yl.shape)
new_y3 = 224+Ptp[”"PtpC” ]
new_y3.values.resize (yl.shape)
" new_y4d = 22+Ptp|[”PtpD” ]
new_y4.values.resize (yl.shape)

~
N

else:
78 alt_yl = 224+Ptp[”PtpA”]
new_yl = alt_y1[—600:]
80 alt_y2 = 22+Ptp [ PtpB” ]
new_y2 = alt_y2[—600:]
alt_y3 = 22+Ptp[” PtpC” ]
new_y3 = alt_y3[—600:]
84 alt_y4d = 22+4+Ptp[”PtpD” ]
[

new_y4 = alt_y4[—600:]

# Actualizar los valores del grafico

88 linel .set_xdata(x)
linel .set_ydata (new_yl)
90 line2.set_xdata (x)
line2.set_ydata (new_y2)
92 line3 .set_xdata (x)
line3.set_ydata (new_y3)
04 lined .set_xdata (x)
line4 .set_ydata (new_y4)

96

# Dibujar los nuevos valores en el grafico

08 figure .canvas.draw ()
figure.canvas. flush_events ()
100

time . sleep (2)

Cédigo B.3: Script en python que permite convertir las mediciones de longitud de onda del
interrogador a mediciones de temperatura dibujando una grafica en tiempo real.
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