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Resumen

La terapia fotodinamica es un tratamiento usado para el cancer en estados no avanzados y
ubicado en zonas donde puede llegar la luz. Este usa la energia de la luz visible y oxigeno presente
en un tejido, para estimular la actividad destructiva de células cancerosas de un farmaco, llamado
agente fotosensibilizador [1]. Su principio de funcionamiento se basa en la irradiacion del agente
fotosensibilizador a una longitud de onda especifica, esto para favorecer la excitacion de este
farmaco a un estado de alta energia conocido como estado triplete excitado [2]. La energia
producida en esta transicion se transfiere directamente a las moléculas con contenido de oxigeno
produciendo especies reactivas de oxigeno, también llamadas ROS, por sus siglas en inglés
(Reactive Oxygen Species) [3]. Las ROS ademas de ser especies citotoxicas e inducir a las células
a la apoptosis y/o necrosis, generan daino vascular [4].

El uso de los agentes fotosensibilizadores presenta una gran ventaja dada por su naturaleza
fotoactiva. Dado que la irradiacion es dirigida solamente a una zona particular, el tejido sano que
aun pueda contener el farmaco, al no ser irradiado no se ve afectado [5]. No obstante, presentan
desventajas entre las cuales se encuentra su hidrofobicidad y la limitacién de los sitios donde
puede llegar la luz. Para ello, se propone el uso de nanoparticulas como posibles vehiculos de
transporte y el acoplamiento de estas con el farmaco para potenciar el tratamiento de terapia
fotodinamica[6].

Dentro de las nanoparticulas evaluadas para minimizar estas limitaciones se encuentran
los puntos de carbono (Carbon Dots - CD) [7]. La propiedad de absorber y emitir luz que tienen
los CD les brinda un potencial caracter fotosensibilizador, sin embargo, se debe determinar su
efectividad [8]. Para ello, en este proyecto se prototipa un dispositivo que irradia con luz
ultravioleta a CD contenidos en una placa de 96 pozos de cultivo celular, a diferentes alturas,
para posteriormente generar ROS y explorar su efecto fotosensibilizador.

El dispositivo se disefi6 e imprimi6 en 3D utilizando la técnica de manufactura aditiva
Fused Filament Fabrication. Con la finalidad de evaluar el prototipo, se realiza un protocolo
experimental en el cual se evalian las alturas del dispositivo y la concentracion de CD. Se
encuentra que la irradiacion proporcionada por el dispositivo, en las distancias menores o iguales
a 17cm desde la fuente de luz, actGa como un foco coherente y distribuye la irradiacién de forma
homogénea en los pozos, por lo cual posteriormente, se puede estimar la concentraciéon de ROS y
evaluar si esta es estadisticamente significativa. Se observa que la concentracion de puntos de
carbono que mas genera ROS, tanto en PBS como en medio de cultivo celular es de 50 pg/mL.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. Justificacion

El cancer es un término que engloba un conjunto de enfermedades, en muchos casos
mortales, que se producen cuando las propias células del cuerpo en su proceso natural de division
celular se multiplican sin control formando generalmente masas nocivas de tejido (tumores) que
pueden llegar a expandirse a diferentes partes del organismo con tejido sano [9]. Actualmente el
cancer se considera la causa nimero uno de mortalidad a nivel mundial. En 2020 se atribuyeron
a esta enfermedad casi 10 millones de muertes [10], [11]. En Colombia, segtn cifras del Ministerio
de Salud, en promedio 33 mil personas al afilo mueren de cancer. Sin embargo, esas cifras han
aumentado y tan solo para el afio 2020, 4 millones de personas fueron diagnosticadas con esta
enfermedad, de las cuales 1,4 millones murieron [12], [13].

Uno de los tratamientos generalmente usados para combatir el cancer, en estado no
avanzado y ubicado en areas superficiales donde la luz puede llegar, como el cancer de piel o en el
revestimiento de o6rganos, es la fototerapia [14]. La terapia fotodinamica o fototerapia es un
tratamiento que utiliza agentes fotosensibilizadores junto con luz para generar estrés oxidativo, lo
que posteriormente mata las células cancerosas; estos agentes s6lo funcionan tras ser activados
por la irradiacion de luz a una longitud de onda especifica [1], [2], [15].

Los agentes fotosensibilizadores son, en su mayoria, hidrofébicos. Presentan sus
principales ventajas en la tendencia del tejido tumoral en acumularlos, debido a que no presentan
un mecanismo de eliminacién de desechos eficiente comparado con el mecanismo del tejido sano.
Adicionalmente, la irradiacion es dirigida solamente a un area particular, por lo que, si quedan
residuos del farmaco en el tejido sano, si no es irradiado no se ve afectado [6], [7]. Sin embargo,
su caracteristica fotoactiva limita su aplicacion a los sitios donde puede llegar la luz, por lo tanto,
las zonas en las que se puede aplicar el tratamiento. Ademas de generar efectos secundarios como
la fotosensibilidad.

Para mitigar sus limitaciones y efectos secundarios|||||, se propone el uso de
nanoparticulas como posibles vehiculos de transporte que optimicen su administraciéon y el
acoplamiento de estas con el farmaco para potenciar el tratamiento de terapia fotodinamica [6].
Dentro de las nanoparticulas evaluadas se encuentran los puntos de carbono (Carbon Dots - CD)
[7]. Estos son biocompatibles y no generan reacciones inmunes en el cuerpo al ser facilmente
asimilados por el mismo debido a su naturaleza carbénica [16]—[18]. Las propiedades pticas que
tienen los CD les brinda un potencial uso como fotosensibilizador [8].

Los CD presentan una alta energia superficial libre, resistencia al fotoblanqueo y amplios
espectros de absorcion. Estas caracteristicas les proporcionan un mayor rango de longitudes de



onda de excitacion, emitiendo fluorescencia siempre a la misma intensidad y en los rangos de luz
visible, desencadenando en la activaciéon de los mismos procesos quimicos que los agentes
fotosensibles, como la formacién de ROS [19][20].

Para la determinacion de la efectividad de los puntos de carbono en la fototerapia, es
necesario realizar una irradiacion, con luz ultravioleta (UV) o alguna luz de alta energia, a los CD
para que emitan la fluorescencia que puede potencialmente generar la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) e inducir la muerte en las células cancerosas.

En el trabajo realizado por Rueda Parra, 2022 [21], se obtuvieron puntos de carbono con
emisiéon azul que no son citotoxicos para las células 3T3 (fibroblastos embrionarios aislados de
raton). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias significativas entre las medias de produccion
de especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species — ROS), las cuales son indicadoras de
estrés oxidativo.

La principal razén por la que no se evidenci6 diferencias significativas, no pudieron ser
atribuidas a las propiedades oOpticas de los CD, sino, al montaje experimental utilizado para la
irradiacion. Principalmente, se presentaron inconvenientes con el direccionamiento de la luz UV
y la irradiacién no uniforme sobre la placa de pozos de cultivo celular, generando un efecto de
sombra que posteriormente desemboca en una diferencia de irradiacion.

Con el fin de disminuir o erradicar esta diferencia de irradiaciéon en los CD es necesario
enfocar la luz UV solamente en ellos en un rango que no genere sombra (90°), ademéas de mitigar
todos los posibles riesgos de que otro factor, ya sea ambiental o propio del montaje, generen

fluorescencia o ROS que puedan afectar la medicion.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Disenar el prototipo de un dispositivo para la evaluacion de la generacion de especies
reactivas de oxigeno a partir de la irradiacion con luz ultravioleta de puntos de carbono.

1.2.2. Objetivos especificos

I. Disenar un dispositivo de irradiacién UV a medida de la placa de 96 pozos para
cultivo celular, con diferentes alturas y que no permita el ingreso de luz del
entorno.

II. Prototipar y verificar el disefio propuesto segin los requisitos técnicos
establecidos.

III.  Evaluar el prototipo construido realizando pruebas preliminares de su uso a partir
de la estimacion de ROS producidas tras la irradiaciéon con luz de 365nm de puntos
de carbono con propiedades 6pticas que potencialmente puedan tener respuesta
fotosensibilizante.



1.3. Contribuciones

Por medio del presente trabajo se presenta un prototipo de dispositivo que permite la
irradiacion UV de potenciales agentes fotosensibilizadores para la cuantificacion de la
generacion de especies reactivas de oxigeno in vitro. Este dispositivo, ademas de contribuir
en la continuacion de investigacion en el area de la ciencia de materiales, contribuye a la
apropiada implementacion de futuros proyectos que incluyan irradiaciéon directa con luz UV
en sus protocolos. El prototipo asegura que los fotones UV emitidos inciden de manera
homogénea en agentes fotosensibilizadores, ademas evita factores de interferencia en
mediciones tales como filtraciéon de luz del ambiente o el movimiento de la placa para cultivo
celular.



Capitulo 2
ESTADO DEL ARTE

2.1. Puntos de Carbono

Los puntos de carbono se descubrieron accidentalmente en 2004 durante la
purificacion de nanotubos de carbono de pared simple. Son nanoparticulas fluorescentes de
carbon en forma regularmente de esferas de tamafio menor a 10nm. Presentan estabilidad
coloidal acuosa, alta biocompatibilidad y facilidad de funcionalizacién en su superficie [22]—
[25].

La estructura y composicion de estas nanoparticulas es dependiente de los
precursores, solventes y el método de sintesis utilizado, donde el carbono es el 4tomo de
mayor abundancia con hibridaciones sp? y sp3 que les permite establecer sistemas
conjugados con enlaces dobles y simples, disminuyendo la energia entre los orbitales y
favoreciendo procesos de absorcién y emision de luz en el espectro ultravioleta [26].

La absorcién de luz de los puntos de carbono dentro del espectro UV se da debido a la
transicion -1+ de los enlaces dobles de carbono en los anillos aromaticos que se forman
en el nucleo. Estas transiciones se encuentran aproximadamente entre los 250nm y los
4o0onm de longitud de onda, lo que permite que cuando los electrones pasen de nuevo al
estado de reposo emitan luz en el espectro visible [27]-[30] .

La disipacion de la energia absorbida se realiza en forma de radiacién
electromagnética de fotones, lo que se evidencia como el fenémeno éptico de fluorescencia de
luz en el espectro visible. Esta forma de luminiscencia no presenta fotoblanqueo, por lo que
siempre emitira la misma fluorescencia independientemente del tiempo de almacenamiento
o del tiempo de irradiacion [4].

Las principales aplicaciones reportadas para los CD son en biosensores, fabricacion
de dispositivos, bioimagenes, liberacién controlada de farmacos e incluso en tratamiento de
enfermedades. Uno de estos tratamientos estd enfocado en el cancer, debido a sus
propiedades Opticas, las cuales les permitiria ser potenciales agentes fotosensibilizantes,
especialmente en la terapia fotodinamica [8], [19], [31], [32].

2.2. Fototerapia

La terapia fotodinamica o fototerapia (PDT por sus siglas en inglés) es un tratamiento no
invasivo y no resistente a medicamentos, por lo que no suele tener resistencia cruzada con otros
tratamientos contra el cancer. Utiliza agentes o medicamentos fotosensibilizadores junto con luz
para eliminar células cancerosas; estos agentes sblo funcionan luego de ser activados por la
irradiacion de luz a una longitud de onda especifica [4].



El proceso del tratamiento empieza introduciendo el agente fotosensibilizador en el
torrente sanguineo a través de una vena o sobre la piel; en algunos casos es administrado via oral.
Después de 24 a 72 horas, dependiendo del agente utilizado, la mayor parte de este abandona las
células sanas, pero es absorbido por las células cancerosas. Finalmente, se irradia con luz la zona
a tratar, foto-activando el agente y desencadenando que reaccione por medio de la hidrdlisis con
oxigeno molecular o con las biomoléculas presentes.

Esta reaccion forma diferentes tipos de ROS, tales como superoxido (0 ), peréxido de
hidrégeno (H,0,), oxigeno singlete (0,) o radical hidroxilo (—OH), las cuales al ser especies
citotéxicas que causan dano vascular, impiden que el tumor tenga acceso a fuentes de oxigeno,
causando, en la mayoria de los casos, su muerte [4].

No obstante, este tratamiento presenta efectos secundarios diversos, como
fotosensibilidad, hinchaz6n, cambios en la piel y cambios en el sistema inmunolégico [4]. En la
busqueda de minimizar las reacciones negativas de estos agentes fotosensibilizadores sin afectar
su desempefio como tratamiento del cancer, se ha investigado como opcion utilizar puntos de
carbono, ya que por sus propiedades Opticas se podria potencializar la generacién de ROS vy,
ademas, no generan reacciones inmunes en el cuerpo al ser facilmente asimilados por el mismo
debido a su naturaleza carbdnica [16]—[18].

2.2.1. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y el funcionamiento de la
fototerapia

Las ROS son metabolitos del oxigeno con una alta capacidad oxidante. Estas especies
pueden ser radicales como el superoxido o no radicales como el oxigeno singlete. Son generadas
naturalmente por el organismo por medio del metabolismo celular a nivel mitocondrial [33]. Los
metabolitos ROS producen estrés oxidativo, el cual, es una sefial que controla procesos de muerte
en el ciclo celular; las ROS inducen a la apoptosis y/o necrosis por su citotoxicidad [28], [29], [34].
La produccion quimica de las diferentes ROS se observa en la figura 2.2.1.1.
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Figura 2.2.1.1 Produccion quimica de las diferentes especies reactivas de oxigeno



En la terapia fotodindmica, se generan ROS a partir de los agentes fotosensibilizadores,
puesto que, al ser expuestos a la irradiacion de la luz, los electrones de dichos agentes son excitados
del estado neutro S, al estado singlete S; [30], [35]. Esto debido a la recopilacién de energia que
necesitan para saltar de un estado a otro por medio de la luz absorbida. Luego de realizar dicho
salto de banda energética, los electrones pueden decaer o retornar a su estado neutral en tres
posibles formas (figura 2.2.1.2):

L. A través de la relajacion no radiativa liberando la energia absorbida en forma de
calor.
IL. A través de la relajacion radiativa produciendo luminiscencia fluorescente.

III.  Realizando transferencia de energia desde S; al estado triple excitado T; del agente
radiosensibilizante por medio de un cruce intersistema [3].

Cuando los electrones toman la via de retorno III, para liberar la energia desde T;
nuevamente puede relajarse al estado S, por disipacion de calor, fosforescencia o generando
radicales libres por la transferencia de electrones a especies con contenido atémico de oxigeno que
luego forman especies reactivas de oxigeno. Cuando reaccionan con agua o con oxigeno molecular
forman radicales hidroxilo (—OH), superoxido (03 ) o perdxido (H,0,), y/o oxigeno singlete (0,).
La presencia de ROS induce el estrés oxidativo que posteriormente llevan a la célula a la apoptosis
y finalmente a la necrosis [3], [36].
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Figura 2.2.1.2 Esquematico del proceso de terapia fotodinamica (PDT) y terapia fototérmica (PTT).
Tomada de [3].

Una de las grandes limitaciones de la fototerapia como tratamiento efectivo para el cancer
radica en la incapacidad de transmitir la luz adecuada a la parte interna de los tumores grandes
debido a la baja profundidad de penetracion tisular de la luz. Para ello se estan investigando
formas de optimizar y mejorar este proceso con una mayor produccion de ROS que pueda realizar
una destruccion efectiva de las células cancerosas [37].



2.3. Montajes de irradiacion

En la literatura se han reportado diferentes montajes experimentales de irradiacién a
células cultivadas en pozos especiales para ello. En los estudios realizados con estos montajes, se
desea que la luz se distribuya homogéneamente y cause un efecto oxidante en las células
irradiadas. Se pueden encontrar algunas fuentes de luz comerciales como el U-JIN LED de
Goyang, Corea, con la cual se irradiaron queratinocitos y melanocitos emitiendo a diferentes
longitudes de onda en rojo, verde y azul [38] o el HP450G-LED de Wuhan Ruihua Instrument and
Equipment Co, LTD de China (figura 2.3.1 B.) con el cual se irradi6 luz azul (455nm) [30].

Otros montajes experimentales se realizaron con fuentes mas simples de luz comerciales o
realizadas para sus propios estudios (no comerciales), como lo son los paneles LED de tamaio
50x50cm fabricados por Wuxi Huazhaohong Optoelectronic Technology Co, Ltd., Wuxi, P. R.
China [40] o un circuito compuesto de una matriz de 12 diodos emisores de luz ultravioleta, LED
(por sus siglas en inglés) de 5 mm que emanan luz azul a 470nm y cuatro resistencias, conectadas
en una protoboard (figura 2.3.1 A.) [41].

En el estudio que empled el montaje experimental no comercial compuesto por el circuito
de matriz de LED (figura 2.3.1 A.), se concluy6 que la irradiacion realizada con luz azul induce
estrés oxidativo y dafia las uniones paracelulares. Ademas, se comprob6 que la fuente de luz usada
para irradiar presenta resultados semejantes a los realizados con fuentes comerciales de
irradiacion [41]. Estos resultados se apoyan y estan acorde con varios estudios previos que
aseguran que el estrés oxidativo de las células producido por la exposicion a la luz LED UV o luz
azul provoca la activacion del estrés del reticulo endoplasmico e induce la respuesta de citocinas
proinflamatorias [42], [43].

Figura 2.3.1 Montajes experimentales de irradiacién. A. Circuito de matriz de LED. B. HP450G-LED.
Adaptadas de [41], [44].
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2.4. Prototipado rapido: Impresion 3D

Laimpresion 3D es una técnica de manufactura aditiva en la cual se genera un objeto s6lido
tridimensional a partir del desarrollo de un modelo geométrico digital realizado en un programa
de diseno asistido por computadora CAD (por sus siglas en inglés) [45]. Actualmente, esta técnica
de manufactura se encuentra en auge debido a la revolucién industrial 4.0 y se ha convertido en
una de las herramientas més poderosas de prototipado rapido y fabricacion precisa. Ademas de
ser econOmica, posee beneficios como: tiempo de fabricaciéon relativamente rapido, escasa
necesidad de post-procesamiento y capacidad de imprimir usando diferentes tipos de materiales
[46], [47]. Al ser una tecnologia de fabricacion precisa, es cada vez mas utilizada en la industria de
manufactura, farmacéutica, ingenieria de tejidos y modelado de enfermedades. En la figura 2.4.1
se puede observar un resumen de las aplicaciones biomédicas y como se ha desarrollado la
impresién 3D a lo largo del tiempo.
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Figura 2.4.1 Linea del tiempo de los hitos mas importantes de la impresiéon 3D y de sus aplicaciones
biomédicas. Adaptado de [48].



2.4.1. Métodos de impresion 3D

Actualmente, existen diferentes métodos de impresion 3D dependiendo del material con

el que se fabrica la pieza y de su nivel de produccién. A continuacion, se explican los métodos mas
usados y su funcionamiento.

POWDER BED FUSION (Fusion por lecho de polvo): Estd basada en la
deposicion de sucesivas capas de material en polvo, para luego ser fundidas con una
fuente de energia térmica, usualmente laser. Una vez que la capa ha sido fundida, la base
de trabajo desciende para la deposicion de una nueva capa de polvo. El proceso se repite,
capa a capa, hasta finalizar la pieza. Se caracteriza por hacer posible la produccion de
componentes en aleaciones metalicas, por lo que generalmente es necesario realizar un
procedimiento de post-procesamiento, como sinterizaciéon, para obtener la pieza
completamente finalizada [49].

2. Un método para controlar
la fusién de polvo en una
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Figura 2.4.1.1 Mecanismo de impresiéon 3D con Powder Bed Fusion. Adaptada de [50]

e BINDER JETTING: El proceso es similar al de Powder Bed Fusion. Sin
embargo, en vez de sintetizar con laser, se imprime o inyecta un aglutinante en un lecho
de polvo para formar secciones transversales capa por capa. Las gotas del aglutinante
forman aglomerados esféricos del liquido y particulas de polvo, ademas de brindar una
union junto con la capa previamente impresa. Luego de impresa la pieza se realiza un
post-procesamiento de sinterizacién sola o junto con infiltracion si es necesario eliminar
alglin material de la impresion para generar mayor pureza. Generalmente imprime
materiales metalicos y ceramicos [51].

e FUSED FILAMENT FABRICATION: Utiliza un filamento continuo de
material termoplastico ubicado en una bobina para realizar la impresion. El filamento
llega a un extrusor en donde por medio del calor se derrite y se deposita con la boquilla
en una cama de trabajo o plataforma donde se va formando la pieza disenada.
Actualmente es el método de impresion 3D més usado a nivel mundial. Mediante el
lenguaje de programacion libre RepRap es posible brindar las instrucciones de
movimiento al extrusor construyendo capa por capa hasta finalizar la pieza [52], [53].
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Los materiales mas utilizados para la impresion 3D por este método son el Acrilonitrilo
Butadieno Estireno (ABS) y el Acido Polilactico (PLA).

' Filamento
I _ Extrusor
— Camara de fusién
Boquilla
— 2 Pieza impresa
: — Plataforma

Figura 2.4.1.2 Proceso de impresion 3D con Fused Filament Fabrication. Adaptada de [54].

El material PLA es un biopolimero termoplastico que tiene como molécula
precursora el 4cido lactico, el cual le brinda una naturaleza biodegradable. Es sintetizado
a partir de bio-recursos como el azticar o maiz, por lo cual es sostenible y amigable con el
medio ambiente. Su temperatura de procesamiento se encuentra entre los 60 y 125°C.
Este material puede tener contacto directo con material biol6gico y ser esterilizado
facilmente. Adicionalmente, es resistente a la radiacion de alta energia, incluidos los
haces de electrones gamma (y) y UV [55].

Asi mismo, el PLA presenta propiedades mecénicas comparables con el ABS (el
cual es un plastico proveniente del petréleo), tales como dureza, resistencia al impacto,
resistencia quimica y rigidez. Una diferencia con el ABS es su baja elongacion, lo cual es
una ventaja al momento de imprimir, puesto que las dimensiones de la pieza impresa no
disminuyen significativamente [56], [57].
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Capitulo 3

METODOLOGIA

En este proyecto se utiliza una metodologia de cuatro fases como se observa en la figura
3.1.

Fase 4:

Fase 3: Verificacion
Prototipado y

evaluacion

Fase 1: Fase 2:

Revision Disefio del
literaria prototipo

Figura 3.1. Diagrama de la metodologia utilizada para el desarrollo del proyecto.

FASE 1: Se realiza una busqueda de informacién para construir un marco teorico dividido
en cuatro secciones: puntos de carbono, fototerapia, montajes experimentales de irradiacion y
prototipado rapido con impresion 3D. Para esto se utilizaron articulos de investigacion y revision
publicados desde el afio 2013, siendo la mayoria de estos publicados después del 2020. Las bases
de datos utilizadas fueron PubMed, Nature Journals, SciELO y ScienceDirect.

Los criterios de inclusion fueron: articulos de investigacion, articulos en inglés y espafiol,
articulos que describan en su metodologia la forma de irradiacion utilizada y los tiempos de
exposicion, articulos que describan las propiedades mecanicas del material PLA. Los criterios de
exclusion fueron: capitulos de libro, libros, articulos en idiomas diferentes al inglés o espafol. Las
ecuaciones de btisqueda utilizada se presentan a continuacion:

1. ROS AND (phototherapy OR light therapy OR photodinamic therapy)
AND irradiation UVAND carbon dots
2.3D printing AND (FFF OR PBF OR Binder Jetting)AND (PLA OR ABS)

FASE 2: Para el diseno del prototipo se plantean los requisitos técnicos que debe cumplir
el dispositivo y a partir de ellos se realizan los planos del montaje fisico en el programa CAD
Autodesk Fusion 360 ®. El proceso llevado a cabo se introduce en la seccion 3.1.

FASE 3: Se realiza la impresion 3D de las diferentes partes del dispositivo disefiado por

medio de la técnica de manufactura aditiva Fused Filament Fabrication. Este montaje fisico es
ensamblado con el circuito eléctrico de la fuente de luz implementando los requisitos técnicos
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minimos establecidos para el correcto funcionamiento del prototipo. El ensamblaje se explica en
la seccibén 3.2.

FASE 4: Aplicacion de los métodos de verificacion y evaluacion del dispositivo. La
evaluacion se lleva a cabo por medio de un protocolo experimental en el cual se realiza la
irradiacion a puntos de carbono, disueltos en PBS y medio de cultivo celular. Posteriormente, se
realiza la estimacion de ROS producidas a partir de la intensidad de fluorescencia. Esta fase se
complementa en la seccion 3.3

3.1. Diseno del prototipo

Con el fin de explorar el potencial de los CD como agentes fotosensibilizadores, se desea
determinar si tras la irradiacion a estos con luz ultravioleta, se presenta formacion de especies
reactivas de oxigeno in vitro. Para ello, es imprescindible implementar un montaje de irradiacién
que elimine los factores de interferencia en las mediciones, por lo cual, en el disefio del
dispositivo para irradiacion se determinaron los siguientes aspectos como requisitos
fundamentales a ser considerados:

e Manufactura en un material resistente.

e Facilidad de limpieza y esterilizacion en caso de que se contamine.

e El dispositivo debe mantener el contenido en completa oscuridad.

e La placa de pozos para cultivo celular debe mantenerse firme y poder ser extraida
facilmente.

e Facil accesibilidad e interfaz amigable con el usuario.

e Eldispositivo debe tener diferentes alturas que permitan variar la distancia de irradiacion
entre la fuente de luz y la placa de pozos.

e La fuente de luz debe ser focalizada e incidir homogéneamente en minimo 12 pozos. La
cantidad de pozos a irradiar se determina debido a la necesidad de realizar triplicados de
pruebas biologicas y la cantidad de pozos de la placa de cultivo celular a usar (96).

Teniendo en cuenta estos aspectos, la idea de disefio se prototipa con cartulina y palos de
paleta para una mejor comprension de lo que se desea realizar. Este diseno se puede observar
detalladamente en la figura 3.1.1. A continuacion, se realiza el diseno en dos partes: disefio 3D del
montaje fisico y disefio eléctrico.
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Figura 3.1.1 A. Vista inferior del prototipo. B. Vista frontal del prototipo.

3.1.1. Diseiio 3D del montaje fisico

El montaje fisico se disefia en el software libre Autodesk Fusion 360 ® y el archivo
realizado se guarda en formato .stl para posterior impresiéon. Con un calibrador pie de rey se
acotan las dimensiones de la placa de pozos y se establecen cinco posiciones a diferentes distancias
de la fuente de luz, en la cual la mayor distancia es de 22cm y la menor es de 2cm. La distancia
entre cada altura es de 5cm para permitir el ingreso de la placa de pozos para cultivo celular.

En el momento de realizar los planos del dispositivo, se tomaron las dimensiones de la
placa de pozos y se esquematiz6 teniendo en cuenta el margen de posible contracciéon del material,
agregando dos milimetros en todas sus dimensiones. Por otra parte, en cada borde se afhadi6 un
refuerzo de 2mm en forma de cuia para mejor estabilidad. Adicionalmente, se tiene en cuenta el
espacio ocupado por el cableado (2mm). Se asegura de que no exista friccion entre la placa de
pozos y el dispositivo creando un soporte para la placa, dandole asi facilidad de extraccion,
ademas, firmeza para que no exista movimiento durante la irradiacion.

En total se disefian seis partes para el dispositivo las cuales son:

e Estante: Contiene las paredes, piso y techo del dispositivo. También los rieles de soporte
para cada altura y un canal en la parte de atras por el cual introducir el cableado.

e Puerta y manija de la puerta: Para asegurar completa oscuridad durante la irradiacién y
facil apertura del dispositivo.

e Bandeja para la fuente de luz: Planteada para establecer en ella la fuente de luz en las
ubicaciones pertinentes.

e Soporte para la placa de pozos: En ella se posa la placa de pozos y se desliza en los rieles
para ingresar y extraer la misma del dispositivo.

e Tapa para la caja de pozos: Disefiada para tapar el soporte con la placa de pozos y que no
ingrese luz del ambiente que pueda afectar los resultados en caso de que el dispositivo se
ubique apartado del equipo de medicion de fluorescencia y se tenga que transportar la
placa.
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3.1.2. Diseio eléctrico

Teniendo en cuenta la revision literaria de montajes de irradiacion expuesta en 2.3, se toma
como referencia la fuente de irradiacion no comercial compuesta de 12 LED para construir el
diseno eléctrico del dispositivo. Los LED se conectan por medio de un circuito en paralelo que
permita el facil reemplazo de uno solo, en caso de ser necesario, y que los otros sigan funcionando.

Se conectan a un modulo regulador de voltaje, el cual evita que haya una sobrecarga de
voltaje y que los LED se quemen, unido en circuito en serie a un interruptor, que permita encender
y apagar la fuente de luz, y a un adaptador AC-DC que se pueda conectar a un tomacorriente
estdndar de 120V AC para facilidad de obtencién de voltaje.

3.2. Prototipado

El prototipado del dispositivo disefiado se realiza también en dos partes que
posteriormente fueron ensambladas. Para la manufactura del montaje fisico se utiliz6 la técnica
de prototipado rapido por impresion 3D con Fused Filament Fabrication, con apoyo de los
laboratorios UR Emprende de la Universidad del Rosario y sus impresoras 3D. Se fabrica
utilizando el material biodegradable PLA de color negro. La impresora 3D utilizada fue la Fused
Form 300 (FF300) que se observa en la figura 3.2.1.

Figura 3.2.1 A. Impresora Fused Form 300 utilizada en la impresion 3D del dispositivo. B. Filamento de
PLA negro utilizado.

Los parametros de impresion establecidos son: velocidad 45mm/s, 20% de relleno y patron
Grid, con una boquilla, a temperatura de impresiéon de 215°C y temperatura de plataforma de
50°C. Se debe tener en cuenta que para evitar que el material se pegue a la plataforma, se realiza
una limpieza de esta antes de imprimir y se aplica una capa de laca en aerosol.

La realizacion de la impresion 3D de cada pieza se da conectando a la impresora una
memoria SD con el archivo .stl de cada plano. Cada pieza tiene un tiempo diferente de impresion
dependiendo de su tamaiio, por lo cual la impresion total del dispositivo se realiza en diferentes
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dias y el tiempo total de impresién fue de 33 horas. Al final de cada impresion se debe esperar por
lo menos 2 minutos para que enfrie el material y no se deforme la pieza. Para el ensamble puerta-
manija se usa pegamento en frio de ciano-acrilato.

Para la implementacion de la fuente de luz, se utilizan 12 LED UV con emision a 365nm de
longitud de onda con funcionamiento a 3V, de alta potencia (3W) con su respectivo disipador de
calor, un adaptador de corriente AC-DC de 5V y paso de corriente hasta 2A, un modulo de
regulacion de voltaje LM2596 y un switch. El modulo regulador de voltaje tiene incluido un LED
rojo que se enciende cuando esta en funcionamiento, es decir, cuando hay paso de corriente a
través de él.

Primero los LED se unen al disipador de calor por medio de soldadura con estafio liquido.
Los LED son conectados entre si en un circuito en paralelo por medio de cables de cobre unidos
por soldadura con estafo, para después ser conectados al modulo regulador de voltaje. El médulo
es soldado a su vez en un circuito en serie con el switch y el adaptador AC-DC que finalmente sera
conectado al tomacorriente.

El ensamblaje total del dispositivo se realiza abriendo un orificio de 1mm por medio de
calor en la parte de atras del estante impreso para pasar los cables del circuito y se adhiere el
modulo regulador a la parte posterior del mismo. Para fijar las posiciones de irradiacion, se mide
exactamente la posicion del pozo a irradiar en la placa y se alinea a 90° con el LED en la bandeja
para ser adherido a la misma con pegamento en frio de ciano-acrilato.

3.3. Evaluacion y verificacién del prototipo

La verificacion del dispositivo se implementa de tres maneras. La primera es midiendo
continuidad con el multimetro en las conexiones entre cada elemento eléctrico. La segunda se
realiza conectando el adaptador AC-DC al tomacorriente y realizando dos pruebas: antes de
ensamblar totalmente el dispositivo, se conectan los LED a una fuente de voltaje de 3V por medio
de cables caiman, para observar si encienden, y luego al finalizar el ensamblado, al encender el
interruptor, se debe encender el LED del médulo regulador de voltaje y al mismo tiempo los LED
Uv.

El LED del moédulo regulador de voltaje se implementa como tercera forma de verificacion
debido a que, al irradiar, el dispositivo esta en completa oscuridad, por lo que la tinica forma de
determinar si la fuente de luz dentro del dispositivo esta encendida es cuando este LED también
se encuentre encendido. En cuanto a la validacion de la fuente de luz, se realiza una
espectrofotometria de fluorescencia a los LED UV, mediante el espectrofotometro Flames-S-XR1-
ES y el software OceanView, para determinar el rango de longitud de onda que estan emitiendo.

3.3.1. Protocolo experimental de irradiacion

Se plantea la realizacion de un protocolo experimental para evaluar la funcionalidad del
prototipo. Dicho protocolo se compone de dos partes: La primera es la sintesis de puntos de
carbono que presenten emision de luz azul al ser irradiados con luz UV a 365nm de longitud de
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onda y la segunda son las pruebas de irradiaciéon para posterior cuantificacién de ROS de los
puntos sintetizados dispersados en PBS y en medio de cultivo celular.

3.3.1.1 Sintesis de puntos de carbono

La sintesis de los puntos de carbono se realiza en tres etapas: reaccion, purificacion y
secado. Estas se desarrollan de la siguiente forma:

a. Para la reaccion, se dispersan 0.5g de acido citrico como precursor de carbono en una
solucion de 3mL de dimetilformamida (DMF) y 3mL de etanol (figura 3.3.1.1.1 A). Esta
mezcla se homogeniza por medio de sonicacién y agitacion vortex (figura 3.3.1.1.1 B) para
posteriormente ser llevada al reactor microondas MONOWAVE 50 (Anton Paar, Austria)
durante 5 minutos a una temperatura de 175°C en la configuracion As Fast As Posible -
AFAP (figura 3.3.1.1.1 C).

b. Se extrae el resultante de la reaccion (6 mL) y se filtra (filtro de 0.22um) para remover
particulas que tengan un tamafio mayor al calibre del filtro. Posteriormente se centrifuga
a 10000rpm por 10 minutos a temperatura ambiente (figura 3.3.1.1.1 D). El sobrenadante
se somete a un proceso de dialisis en agua destilada durante 24 horas (figura 3.3.1.1.1 E).

c. Finalmente, los puntos de carbono se introducen en recipientes eppendorf de 2mL para
ser secados en el equipo Centrivap centrifugadora-IR Labconco™ durante 24 horas a 65°C
(figura 3.3.1.1.1 F). Una vez seca la muestra, se diluyen los puntos de carbono en PBS para
su futuro uso.
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Figura 3.3.1.1.1 Proceso de sintesis de puntos de carbono por medio de reaccion asistida por microondas.

16



3.3.1.2 Pruebas de irradiacion y cuantificacion de ROS

El carboxy-H2DFFDA o DFFH-DA (carboxi-acetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina) es
una forma quimicamente reducida y acetilada de la fluoresceina que se utiliza como sonda
fluorescente indicadora de especies reactivas del oxigeno en las células. Esta sonda es hidrolizada
a su forma desacetilada cuando atraviesa la membrana celular y las esterasas intracelulares
eliminan los grupos acetato, pasando a diclorofluoresceina (DCFH), que en presencia de ROS se
convierte a su forma oxidada (DCF) que es fluorescente [58]—[60].

La fluorescencia azul que producen los puntos de carbono sintetizados al ser irradiados
con luz ultravioleta puede favorecer la produccion de ROS. Estas especies reactivas, como
anteriormente fue descrito, al entrar en contacto con la sonda DFFH-DA la oxida a DCF
fluorescente. A partir de la intensidad de la fluorescencia emitida por la sonda después de la
irradiacién con luz UV, es posible estimar la concentracién de ROS.

Para las pruebas de deteccion y cuantificacion de ROS, primero se prepara un
abastecimiento de smL de puntos de carbono disueltos en PBS con concentraciones de 10,100 y
500 pg/mL. Luego se prepara el reactivo carboxy-H2DFFDA de Invitrogen™ disolviéndolo en una
soluciéon de metanol anhidrido en una concentraciéon de 20mM. En el Anexo 1 se describe el
proceso de secado del metanol.

De este metanol, se extraen 169.8L para disolver el reactivo carboxy-H2DFFDA y obtener
la concentracién 20mM o 20X. Esta solucion se deposita en un eppendorf completamente cubierto
con papel aluminio para evitar oxidar la sonda con la luz del ambiente. La sonda se prepara con
una dilucion 1mM del reactivo en metanol por lo cual se diluye 50uL de esta en 4.8mL de PBS.

Seguido de la preparacion de la sonda, en una placa para fluorescencia de 96 pozos se
depositan los CD y la sonda, ambos disueltos en PBS, en relacion 1:1, agregando 75uL. de cada
solucion. Al realizar esta dilucion, los CD quedan en una concentracion final de 5,50 y 250 ug/mL.
La placa de pozos queda finalmente con la distribucion que se puede observar en la figura 3.3.1.2.1.

Control: Oug/ml 250 pg/mL 50 ug/mL 5 ug/mL

ceCceceeceecaecec
CceccoCcCoCcCcoc
CCCCCCcCCcCcCcCc
O O O OF O O OX O O OX OX §
CcecccoCccoCCoc
CCCCCCCCCCcCc
O O OX OF G X OF O O OF Of §
CCCCOCCOCCOC
\ =

Figura 3.3.1.2.1 Distribucién de las muestras de puntos de carbono a diferentes concentraciones en la
placa de pozos.

17



La placa se ingresa al dispositivo de irradiaciéon prototipado y se expone el contenido
durante 5 minutos, luego de esto se realiza la medicion de la fluorescencia en el lector multimodal
Cytation™ 3 (Biotek) con 480onm de excitacion y 530nm de emision. Este procedimiento se realiza
cinco veces, una para cada altura del dispositivo, las cuales corresponden a una distancia de 2, 7,
12, 17y 22cm desde el punto focal de luz hasta la placa de cultivo, como se observa en la figura
3.3.1.2.2. Se repite el proceso, pero con la sonda disuelta en 4.9mL de medio de cultivo celular.

Fuente de
luz UV

2cm

7cm

12cm

17cm

Figura 3.3.1.2.2 Esquema de distancias con respecto a la fuente de luz para cada altura del dispositivo.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Diseno y prototipado

Los disefios individuales de cada pieza se pueden observar en la figura 4.1.1 y sus
dimensiones en la tabla 4.1-1. El disefio de la bandeja para LED y la del soporte para la caja de
pozos, es el mismo. Esto para facilitar la ubicaciéon de los LED y alinearlos correctamente a cada
pozo que se desea irradiar, solamente se aumentaron las dimensiones exteriores para que la
bandeja para LED quede fija acoplandose al estante. Ademas, este disefio permite extraer la
bandeja lo cual brinda una ventaja en caso de ser necesaria alguna reparaciéon o cambio de los
LED.

E. F.

Figura 4.1.1 Planos CAD de cada parte del dispositivo. A. Bandeja para LED. B. Puerta. C. Soporte para
la placa de pozos. D. Estante con rieles a diferentes alturas. E. Tapa para la placa de pozos. F. Manija
para la puerta.
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Tabla 4.1-1 Dimensiones de cada parte del dispositivo diseiiado.

Parte Alto Ancho Largo Grosor
(ecm) (em) (em) (mm)
Bandeja para LED 0.927 14.76 9.15 5.70
Puerta 24.80 14.75 - 3.00
Soporte para la placa de 0.927 13.50 8.90 3.00
POZzZos
Estante 25.40 15.40 11.00 7.00
Tapa para la placa de 1.74 12.80 8.50 3.00
POZzZos
Manija 1.80 7.80 2.00 10.00

El proceso de impresion del estante se puede observar en la figura 4.1.2, en ella se detalla
el patron de impresion, el crecimiento de cada capa de los rieles y del canal para el cableado.

[ —
»
~ 1

Figura 4.1.2 Proceso de impresiéon por FFF del estante, con patréon grid y crecimiento vertical de la pieza.

Los tiempos se pueden disminuir aumentando la velocidad de impresién, sin embargo,
esto puede afectar la calidad del resultado y/o causar que las piezas no se manufacturen
correctamente. En el proceso se determina que, si se aumenta mucho la velocidad de impresion,
debido a la rapidez con la que se mueve el extrusor, no se alcanza a ensamblar el material en el
lugar correcto, siendo mas rapida la velocidad de impresion que la velocidad con la que el material
se deposita en su lugar correspondiente. Finalmente, las piezas impresas se pueden observar en la
figura 4.1.3.
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Figura 4.1.3 Piezas del dispositivo impresas en 3D por FFF. A. Estante B. Estante con la puerta y la
manija C.1. Vista superior de la tapa para la placa de pozos C.2. Vista inferior de la tapa para la placa
de pozos D. Soporte para la placa de pozos E. Bandeja para LED

Antes de empezar la construccion del circuito eléctrico de la fuente de luz, se validé que los
LED UV si emitieran fotones en la longitud de onda adecuada para la irradiacién de los puntos de
carbono, la cual es 365nm. Para ello se midi6 el espectro de emision, en la que se determiné que
los LED adquiridos presentan una emision de luz UV entre los 365 y 370nm de longitud de onda

(figura 4.1.4)

S000n

0000

10000

awvelength (nm)

Figura 4.1.4 Espectro de fluorescencia de los LED UV adquiridos y utilizados como fuente de luz en el
dispositivo.
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Los disipadores absorben el calor, por tal razdn, se utiliza estafio liquido para facilitar el
proceso de soldadura a los LED. Luego de esto, se forma con los LED un circuito en paralelo y se
verifica el funcionamiento de estos. Posteriormente se adhieren los disipadores de calor a la
bandeja de LED formando la fuente de luz del dispositivo como se muestra en la figura 4.1.5.

Figura 4.1.5 Fuente de luz del dispositivo correctamente funcionando al ser conectada al tomacorriente.

El diseno del dispositivo mantiene el contenido sin incidencia de fuentes externas de luz
cuando esté encendida la fuente de luz UV al no ser necesaria la implementacion de algtin sistema
de union puerta-estante como el de bisagras, ni la manufactura de las estructuras internas por
aparte para luego ser ensambladas. Esto gracias a la puerta corrediza y la impresiéon 3D completa
del estante.

El soporte para la placa de pozos permite ingresarla y extraerla del dispositivo facilmente
por su baja friccion riel-soporte y al mismo tiempo la mantiene fija evitando movimiento. El
sistema de suministro de corriente le proporciona al dispositivo una facil manipulaciéon ya que
permite que se use en cualquier lugar sin necesidad de un tomacorriente especifico y solamente
prendiendo y apagando el switch. Adicionalmente, el LED rojo de verificacién que incluye el
modulo regulador de voltaje, le da al usuario seguridad de que los LED UV estan irradiando sin
necesidad de abrir el dispositivo (figura 4.1.6 B.), lo que puede ocasionar filtraciones de luz del
ambiente y que los resultados se vean afectados. En la figura 4.1.6 A. se observa el dispositivo en
funcionamiento.

Figura 4.1.6 A. Dispositivo con la fuente de luz encendida. B. Led rojo de verificacién encendido cuando
el dispositivo esta en funcionamiento.

22



4.2. Aplicacion de las pruebas de evaluaciéon

Las propiedades o6pticas de los puntos de carbono sintetizados siguiendo la metodologia
descrita en la secci6n 3.1.1.1, fueron reportados por Degiovanni [61]. Los CD exhiben una emision
fluorescente en el rango de 300 a 400nm al ser excitados con una irradiaciéon de 365nm (figura

4.2.1).

Figura 4.2.1 Emisién de los puntos de carbono sintetizados, diluidos en PBS (izquierda) y secos
(derecha), bajo irradiacién de 365nm.

Se prepararon soluciones de CD disueltos en PBS a tres diferentes concentraciones (10,
100y 500 ug/mL). Se depositan los CD y la sonda disuelta en PBS, en relacion 1:1, agregando 75uL
de cada solucion en un pozo de la placa para fluorescencia con la distribucion que se puede
observar en la figura 3.3.1.2.1, utilizando en total 12 pozos. La concentracién final de los CD es de

5,50y 250 ug/mL.

La caja de pozos con la solucién CD-Sonda se irradia con el dispositivo en cada altura de
este por 5 minutos. Las distancias de cada altura con respecto a la fuente de luz se muestran en la
figura 3.3.1.2.2 de la seccion 3.3.1.2. La prueba de irradiaciéon se establece en funciéon de la
concentracion de CD, por lo tanto, el control establecido equivale a la soluciéon sin puntos de
carbono (concentracion de cero ug/mkL).

Con la irradiacion UV, la energia emitida activa el proceso de fluorescencia de los puntos
de carbono, desencadenando que los fotones estimulen la producciéon de ROS. Luego estas ROS
que se generen causarian la oxidaciéon de la sonda, la cual emite la fluorescencia medida. A partir
de dichos valores de intensidad de fluorescencia se estima la cantidad de ROS producidas, debido
a que estas dos variables presentan una relacion directamente proporcional. Los valores obtenidos
de fluorescencia de la sonda se reportan en la figura 4.2.2.
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Figura 3.3.1.2.2 Intensidad de fluorescencia producida por cada concentracién de CD disueltos en PBS
en cada altura del dispositivo.

En la figura 4.2.2 se observa que, tras la irradiacion, los pozos en donde hay presencia de
CD se emite una intensidad de fluorescencia mayor con respecto al control, independientemente
de la concentracién. Siendo la intensidad directamente proporcional a las ROS producidas, se
establece que los CD irradiados si estimulan la formacion de ROS.

Se evidencia que, con la concentracion de 50 ug/mL hay mayor fluorescencia que la emitida
cuando la concentracion es de 5 ug/mL. Sin embargo, al aumentar la concentracién de CD a 250
ug/mL, la intensidad baja hasta niveles similares a los emitidos con 5 ug/mL. Este
comportamiento observado se puede presentar debido a que, al aumentar la concentraciéon de CD,
en este caso a 250 ug/mlL, la solucion se satura y los fotones irradiados favorecen otros procesos
de transferencia de energia no radiativos, como, por ejemplo, la disipacion de calor. Este
comportamiento de tendencia no lineal en los procesos radiativos de fluorescencia es conocido
como efecto de quenching.

Este comportamiento no lineal presenta tendencia en todas las distancias menores o
iguales a 17cm, permitiendo estimar que la mayor produccion de ROS se da cuando la
concentracion de CD es de 50 pug/mL. Adicionalmente, el valor mas alto de intensidad con esta
concentracion se presenta cuando la placa se encuentra a 17cm de distancia de la fuente de
irradiacion.

La fluorescencia dada en la distancia més lejana de la fuente de luz (22c¢m), muestra un
comportamiento anormal con respecto a la tendencia de las otras distancias. Esto se puede
explicar por el fendmeno de difraccidon de la luz, el cual se extiende en el espacio definido por la
apertura de irradiacion de los LED, causando que los fotones presenten interferencia y no se
distribuyan de manera homogénea en los pozos de la placa de cultivo. Sin embargo, es
recomendable realizar nuevamente las mediciones de fluorescencia, con las mismas condiciones
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experimentales, para descartar algin otro factor que haya interferido y corroborar la razon del
rompimiento de la tendencia.

Debido a que el dispositivo fue planteado para irradiar lineas celulares en placas de cultivo,
se procede a realizar una experimentacion preliminar en medio de cultivo celular. Esto
manteniendo las condiciones que se tuvieron en cuenta para la experimentacion en PBS (figura
4.2.3). Los resultados de esta prueba se reportan en la figura 4.2.4.

0 pg/mL ——§ pg/mt—  5@Hg/mL— 250 ug/mL

Figura 4.2.3 Placa de cultivo celular con la soluciéon CD-sonda en medio de cultivo celular emitiendo
fluorescencia al ser irradiada a 365nm con la fuente de luz UV del dispositivo.
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Figura 4.2.4 Intensidad de fluorescencia producida en cada altura del dispositivo para cada
concentracion de CD disueltos en medio de cultivo celular.

Al analizar la grafica 4.2.4, se puede observar que el comportamiento de la fluorescencia
es similar al presentado en la condicion experimental con PBS, ya que, también presenta el efecto
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de quenching en la concentraciéon de 250ug/mL y la mayor producciéon de ROS se da cuando la
concentracion de CD es de 50 pug/mL.

No obstante, cuando la distancia entre la fuente de irradiacién y la placa de cultivo es de
2cm, la concentracién de 5 pg/mL reporta la mayor intensidad de fluorescencia entre todas las
concentraciones. Este rompimiento en la tendencia de comportamiento y la alta desviacion
estdndar de las mediciones se puede atribuir a que, a esta distancia, la cercania existente
posiblemente provoca que los haces de luz incidentes, por la velocidad a la que viajan, reboten al
hacer contacto con los pozos de la placa de cultivo y exista mayor reflejo de fluorescencia por su
difraccion.

Por otra parte, la fluorescencia reportada en la distancia més lejana de la fuente de luz
(22cm), a diferencia que en PBS, muestra un comportamiento igual a la tendencia de las otras
distancias. Al analizar los posibles motivos de esta diferencia, se encuentra que, el medio de cultivo
celular tiene como componente un indicador de pH dado por el rojo fenol. Este componente
presenta un espectro de absorbancia entre los 350 y 600nm con picos diferentes a lo largo de dicha
banda dependiendo del nivel de pH en el que se encuentre (figura 4.2.5. B.) [62].

A. 2o, B.

Absorbance

|
e SR R R | '

300 B 400 &0 500 50 %00 650 700

Wawelength (nm

Figura 4.2.5 A. Espectro de emision de fluorescencia del rojo fenol obtenido con el lector multimodal
Cytation™ 3 (Biotek) B. Espectro de absorbancia del rojo fenol a diferentes niveles de pH [62].

Para corroborar si este componente si esta emitiendo fluorescencia en la experimentacion,
se midio el espectro de emision de fluorescencia de la solucion compuesta por medio de cultivo y
PBS sin sonda ni CD, en relacion 1:1, en el lector multimodal Cytation™ 3 (Biotek) con 480nm de
excitacion. El espectro medido se observa en la figura 4.2.5. A.
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Se puede comprobar que el rojo fenol presenta absorbancia cuando es excitado a 48onm y
posteriormente emite fluorescencia a 530nm. Por tanto, la intensidad de fluorescencia medida
para la condicion experimental que incluye el medio de cultivo celular est4d mostrando tanto la
fluorescencia de la sonda oxidada como la del rojo fenol. Para corregir esta superposicion de
fluorescencias, es importante corregir los valores obtenidos con un valor blanco que
corresponderia a la fluorescencia del medio de cultivo celular sin CD ni sonda o utilizando un
medio de cultivo que no contenga rojo fenol.

Con respecto al trabajo de Rueda Parra [21], en el cual la cuantificacion de ROS no fue
concluyente debido a las condiciones experimentales (uso de una sola lampara UV a 365nm para
irradiar toda la placa de cultivo a una distancia de a 20cm (figura 4.2.6)), se concluye que el
dispositivo disefiado disminuye el area de difraccion de la luz debido al uso de un LED por cada
pozo utilizado, elimina posibles interferencias externas de luz al presentar un ambiente
completamente cerrado y permite obtener senal de intensidad de fluorescencia para la estimacion
de produccion de ROS con una distancia maxima de irradiacion de 17cm. Se recomienda usar
distancias mayores a 2cm debido a que su alta desviacion estandar no permite que las mediciones
sean reproducibles.

Figura 4.2.6 Lampara UV irradiando una placa de 96 pozos de cultivo celular. Adaptada de [21].
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

A partir de la necesidad de implementar un montaje experimental de irradiacion
ultravioleta que permita obtener mediciones concluyentes de produccion de ROS, se disenié un
dispositivo de irradiacion cuyas decisiones de disefio eléctrico y estructural, tomadas a partir de
los requerimientos técnicos estipulados, fueron efectivas al momento de garantizar el ambiente
necesario para la experimentacion y seguridad para el usuario. Ademas, el disefio permite simular
el mismo montaje experimental en diferentes distancias de irradiaciéon, lo cual brinda la
posibilidad de exploracién y comparaciéon de sus resultados para encontrar los parametros
optimos de experimentacion.

Para el proceso de prototipado, el uso del material PLA en la impresion 3D del dispositivo
presenta ventajas de manufactura debido a su baja elongacion, lo cual conlleva a menor
desperdicio del material y mayor exactitud con las medidas establecidas en los planos CAD. De la
misma manera, sus propiedades mecanicas de resistencia quimica y resistencia a la radiacion UV
permiten que el dispositivo manufacturado sea facil de limpiar y esterilizar. El dispositivo
completamente ensamblado es verificado en su funcionamiento y su fuente de luz UV es validada
a 365nm de longitud de onda.

Del protocolo experimental de evaluaciéon, se concluye que el dispositivo disefiado
disminuye el 4rea de difraccion de la luz debido al uso de un LED por cada pozo utilizado, elimina
posibles interferencias externas de luz al presentar un ambiente completamente cerrado y los
rieles dispuestos a diferentes distancias de la fuente de luz permitieron establecer que, a las
distancias menores o iguales a 17cm es posible obtener sefial de intensidad de fluorescencia para
la estimacion de produccion de ROS. Para distancias mayores a 17¢cm los LED se comportan como
una fuente de luz con foco no coherente debido a la interferencia de emisiéon luminica entre ellos.
Esta variable se puede controlar implementando un sistema de lentes focales en la fuente de luz
que mejore su incidencia.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

En cuanto al dispositivo prototipado, se recomienda enriquecer su disefio en el area de la
experiencia del usuario y estética. Esto se puede realizar disefiando una forma de cubrir el médulo
regulador de voltaje que no cubra el LED rojo y que permita la fijacion del switch para mayor
accesibilidad del usuario, ademés de proteger el modulo de danos ocasionados por el ambiente y
evitar que el sistema de entrada de corriente se vea afectado. Se propone crear un sistema de
canales en el estante o implementar un sistema de lentes focales, que evite la interferencia de luz
entre los LED, individualizando ain maés la fuente de luz asegurando que cada LED irradia
solamente a un pozo. Adicionalmente, introducir un método de alerta que avise al usuario cuando
esta fallando solamente un LED.

Para complementar el estudio realizado de cuantificacion de ROS, a corto plazo se
recomienda realizar nuevamente las mediciones en medio de cultivo celular corrigiendo los
valores obtenidos con un valor blanco, este corresponderia a la fluorescencia del medio de cultivo
celular sin CD ni sonda. También se propone utilizar un medio de cultivo sin rojo fenol. A
posteriori realizar un estudio estadistico que permita evaluar si los resultados obtenidos de
concentracion de ROS, en PBS y medio de cultivo celular, son significativos.

A mediano y largo plazo, se plantea evaluar la biocompatibilidad de otros puntos de
carbono diferentes a los sintetizados en este trabajo, que tengan un espectro de absorcion que
incluya en su rango 365nm de longitud de onda. Posteriormente, realizar la cuantificaciéon de ROS
en diferentes lineas celulares para que, finalmente, se pueda continuar con la creaciéon de una
nanoplataforma basada en puntos de carbono como potencial agente fotosensibilizante.
Asimismo, se podria explorar otras longitudes de onda de excitacién como la luz infrarroja (IR).
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Anexos

Anexo 1: Obtencion del metanol anhidrido

La obtenci6n del metanol anhidrido se logra al secar 20mg de Sulfato de sodio (Na,S0,)
depositados en una caja de Petri (figura 1 A), introduciéndolo en el horno a 100°C (figura 1 B),
pesandolo cada 15 minutos hasta que su peso no varie. Esto se realiza para evaporar toda el agua
que pueda contener el Na, S0, (figura 1 C). Luego este es disuelto en 1imL de metanol y se almacena
a temperatura ambiente durante 24 horas para que el sulfato de sodio absorba el agua que
contenga el metanol y asi volverlo anhidrido (figura 1 D). Después de las 24 horas se filtra el
sobrenadante con una jeringa y filtro de 0.22um depositandolo en un eppendorf (figura 1 E).
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Figura 1. Obtencion del metanol anhidrido.
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