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Resumen

El cancer, una enfermedad que demanda un diagndstico precoz para incrementar
las probabilidades de supervivencia, puede abordarse ahora con tecnologias mas
eficientes y seguras. Se ha desarrollado un sistema automatizado para la
deteccién de tejido canceroso in vitro, utilizando puntos cuanticos de sulfuro de
plata (Ag2S) como marcadores fluorescentes. Este sistema incorpora un sensor
colorimétrico avanzado capaz de determinar el color de emisién y la concentracion
de los puntos cuanticos cuando se excitan con radiacion ultravioleta. La
innovacion reside en una camara especializada con control preciso de la distancia
entre la muestra y la fuente de luz, la intensidad y el tiempo de irradiacién
ultravioleta. Un sistema motorizado de pasos controla el movimiento del sensor
colorimétrico, y un software especifico se encarga de gestionar el sensor y la
recopilacion de datos. Para la sintesis de los puntos cuanticos, se emple6 sulfuro
de plata, verificando su absorbancia en el rango ultravioleta y su emision en el
espectro verde. Se prepararon soluciones de estos puntos cuénticos en solucion
salina tamponada fosfato (PBS) y en medios de cultivo celular a diferentes
concentraciones, variando de 10 a 70 uM. Mediante la elaboracién de una curva
de calibracion que relaciona la intensidad de la fluorescencia con la concentracion
de los puntos cuanticos, se logré un coeficiente de correlacién superior a 0.97.
Este alto coeficiente evidencia la precision del sistema para determinar la
presencia y concentracion de los puntos cuanticos. Concluimos que el sistema
desarrollado no solo permite detectar tejido canceroso marcado con puntos
cuanticos funcionalizados, sino que también ofrece un método de diagndstico mas
Seguro y menos costoso en comparacion con las técnicas convencionales. Esta
tecnologia abre nuevas posibilidades en el campo de la nanotecnologia aplicada a
la medicina, ofreciendo una herramienta prometedora para la deteccion

temprana del cancer.

Palabras clave: cancer, diagndstico, puntos cuénticos, sensor colorimétrico,
fluorescencia.




Abstract

Cancer, a disease that demands early diagnosis to increase the chances of
survival, can now be addressed with more efficient and safer technologies. An
automated system has been developed for the detection of cancerous tissue in
vitro, using silver sulfide (Ag2S) quantum dots as fluorescent markers. This system
incorporates an advanced colorimetric sensor capable of determining the emission
color and concentration of the quantum dots when excited with ultraviolet radiation.
The innovation lies in a specialized chamber with precise control of the distance
between the sample and the light source, the intensity and time of ultraviolet
irradiation. A motorized stepper system controls the movement of the colorimetric
sensor, and dedicated software manages the sensor and data collection. For the
synthesis of the quantum dots, silver sulfide was used, verifying its absorbance in
the ultraviolet range and its emission in the green spectrum. Solutions of these
quantum dots were prepared in phosphate buffered saline (PBS) and in cell culture
media at different concentrations, varying from 10 to 70 uM. By developing a
calibration curve relating the fluorescence intensity to the concentration of the
guantum dots, a correlation coefficient greater than 0.97 was achieved. This high
coefficient is evidence of the system's accuracy in determining the presence and
concentration of quantum dots. We conclude that the developed system not only
allows the detection of cancerous tissue marked with functionalized quantum dots,
but also offers a safer and less expensive diagnostic method compared to
conventional techniques. This technology opens new possibilities in the field of
nanotechnology applied to medicine, offering a promising tool for the early
detection of cancer.

Keywords: cancer, diagnosis, quantum dots, colorimetric sensor, fluorescence.




1. Introduccidn

El cancer es una enfermedad antigua, tanto como los dinosaurios. En humanos, la
evidencia més antigua se encontré en una momia egipcia. En el antiguo Egipto se
comenzé con su intento de curacion siendo esta imposible en su época. Los griegos
le dieron una connotacion de un desequilibrio de liquidos corporales y se le dio el
nombre de carcinoma o carcino. En Europa se comenz6 a utilizar tratamientos
quirargicos para tumores accesibles fuera del cuerpo y la deteccion y el tratamiento
del cancer de mama comenzaron en esta época con algunos casos de éxito
(Faguet, 2015).

La primera forma de deteccion de tumores fue visual. Sin embargo, este método es
poco fiable, ya que a menudo el cancer se detecta en una etapa avanzada, aunque
en algunos casos raros, el tumor puede ser completamente externo y detectable en
una etapa temprana; otra forma de deteccion es el palpado con una efectividad
ligeramente mayor (Aureli, s/f).

El siguiente paso fue el uso de microscopios y el uso de herramientas para obtener
muestras de tejido, luego mediante el uso de tinciones, como la hematoxilina y
eosina o el azul de toluidina, se puede observar una mayor cantidad de detalles del
tejido (Lutz et al., 2022). Este tipo de deteccidn in vitro, que se realiza fuera del
cuerpo de los seres vivos método (Clinica universidad de navarra, s/f), nos da una
cantidad de informacién mayor a cualquier otro. Gracias a estos métodos podemos
detectar el tipo de tumor al que nos enfrentamos, y de esta forma tener un mejor
tratamiento, ya que cada tipo de tumor tiene una forma distinta de tratamiento,
siendo muy simple o muy complejo, y en ciertos casos, podemos tener una idea de
la etapa en la que se encuentra o de si es una metastasis.

La verdadera revolucién de su diagnéstico fue el uso de métodos no invasivos como
los rayos X, que permitieron ver los tumores mas densos, posteriormente, con la
resonancia magnética, se pueden ver tumores mucho mas blandos (Patifio-Zarco
et al., 2018).

En la actualidad se utilizan algunas técnicas modernas que son derivadas de las
anteriormente vistas, como el uso de pruebas reactivas genéticas, como el andlisis
PCR para distinguir secuencias genéticas relacionadas con carcinomas (Navarro
et al., 2015). El uso de marcadores radioactivos de baja intensidad para detectar la
actividad de los tumores y su posicion (Patifio-Zarco et al., 2018), asi como el uso
de sustancias para mejorar la imagen obtenida, como el uso de medios de contraste
intravenosos en el caso de tomografias (Quinto Chalco & Espinoza Esli, 2018),
siendo estos agentes de contraste donde la nanotecnologia puede tener un impacto
mayor.

La nanotecnologia se define como el control y estudio de la materia a escalas de 1
a 100 um, lo que nos presenta una cantidad de efectos nuevos y diferentes a la
materia en escala macroscopica (Hulla et al., 2015).
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De entre la enorme variedad de materiales que se usan en la nanotecnologia, las
nanoparticulas (NP) son especialmente Utiles para los fines de contraste, ya que
pueden entrar dentro de las células. Dentro de las NP, los puntos cuanticos (QDs
por sus siglas en inglés) son los mejores para el marcaje ya que presentan una
fluorescencia muy intensa en presencia de radiacion ultra violeta (UV) o en el
infrarrojo (IR), ademas de tener una resistencia muy alta al blanqueamiento y tener
propiedades que los hacen potencialmente menos tdxicos que otras alternativas
tradicionales como los tintes fluorescentes. Una ventaja adicional, es que se puede
funcionalizar su superficie que es modificarla con alguna especie quimica u
organometalica para que pueda adherirse de forma preferencial a algun tejido o
especie quimica (Bau et al., 2011), siendo asi un marcador especifico.
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2. Antecedentes

Durante afios, la medicina ha ido evolucionando, prueba de ello es el avance de los
medios de deteccion para distintas enfermedades. Estos sistemas han
desempefiado un papel crucial para la identificacién temprana y precisa de las
enfermedades, permitiendo tratamientos mas precisos y efectivos. Entre estos, los
agentes de contraste nos han permitido ver dentro del cuerpo con los analisis no
invasivos, y con el uso de los analisis fuera del cuerpo, las tinciones nos muestran
mas informacion de los tejidos sin riesgo de que puedan ser peligrosas. Todo esto
para llegar al uso de nanotecnologia para la deteccion de enfermedades.

Sistema de deteccion no invasivos

Estos sistemas de deteccibn son una serie de sensores, transductores y
procesadores que toman la informacion fisica, como sonido, temperatura,
movimiento o luz, y la convierten a datos que un sistema digital puede procesar para
llevar a cabo alguna tarea que se le ha asignado. Estos tienen caracteristicas como
limites de deteccion, sensibilidad, exactitud, precision y velocidad de captura de
datos. Estos valores son lo que determina qué tipo de sistema de deteccion se usara
dependiendo de la tarea y el costo (Ferdeghini et al., s/f).

Técnicos

Son métodos de deteccién que tiene un impacto nulo o muy pequefio en el
organismo que estan estudiando, estos son principalmente usados para hacer
primeros diagndsticos y pruebas rutinarias.

Un ejemplo de estos es la deteccidn ultrasonica (Figura 1), que es muy efectiva para
ver dentro de los materiales y tejidos vivos de manera barata, segura y en tiempo
real. Se basa en el uso de ondas de sonido, las cuales al rebotar dentro de los
tejidos pueden mostrar imagenes de lo que pasa dentro de ellos sin hacer dafio
alguno. Es muy utilizada para la administracion de anestesia y bloqueo de nervios,
lo que permite el uso de anestesia local con pocos efectos secundarios. El uso como
método de diagndstico es que, al ver principalmente la diferencia de las densidades
de los tejidos, es posible ver algunos tipos de cancer, que tienden a tener una
densidad distinta al resto de los tejidos, este mismo principio es usado para ver el
crecimiento fetal. (Hadjerci et al., 2016).
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Figura 1 Examen de ultrasonido (NIBIB, s/f)

Los rayos X son un método que se basa en la absorcion de estos en los tejidos, a
mas densidad mas rayos X seran detenidos y menos llegaran al detector, ejemplo
de esto esta en la Figura 2. Esta propiedad les da la capacidad de detectar poco los
tejidos blandos, por lo que es facil ver estructuras mas densas como los huesos o
tumores. Una aplicacion muy comun para la deteccion de tumores es en la

mastografia.

Figura 2 Ejemplo de radiografia (Fundacion Mayo, 2022)

Para la mastografia se pone el tejido mamario en el instrumento para tomar una
imagen de alta definicion del tejido, con esto se pueden detectar muchos tumores
en etapas muy tempranas, lo que hace que su tratamiento sea mas simple y tenga
una alta tasa de éxito (de Iturbide & Ortiz, 2016).
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Quimicos
Otra técnica muy utilizada es la deteccion quimica, que hace uso de reactivos y
reacciones para poder determinar la presencia y concentracion de un analito.

Entre los derivados de esta técnica esta la técnica de PCR, que se usa para la
deteccion de ADN o ARN que se encuentra en cantidades muy pequefias en la
muestra. Esta técnica hace uso de la polimerasa, ya sea en su forma de ADN
polimerasa o ARN polimerasa, replica las cadenas de bases que encuentran en la
muestra puesta en una disolucion. Al hacer sucesivas sesiones de separacion de
cadenas y de replicacion se puede obtener grandes cantidades de cadenas que
pueden ser detectadas mas facilmente.

Haciendo uso de una plancha de agar-agar y una corriente eléctrica, se hacer que
las bases se muevan por el material, su velocidad de movimiento es determinada
por el tamafio que tengan, y al comparar con marcadores conocidos se puede saber
el tamafio y concentracion de las bases, creando una firma que permite detectar
individuos y enfermedades a nivel genético. Para ver las bases se usan fotéforos
gue van en las hebras de material genético, gracias a estos es posible verlos
facilmente cuando se usa radiacién UV, y asi poder ver incluso las lineas que no se
pueden ver a simple vista (Navarro et al., 2015).

La deteccion colorimétrica se basa en el discernimiento de los colores de las
muestras, por lo que se puede aplicar a distintos tipos de analisis que tengan
cambios de color. Principalmente hay dos vertientes de esta técnica, la medicion
indirecta y la directa. La directa se utiliza en muestras que emiten su propia luz, ya
sea por una reaccién quimica o por la excitacién producida por un estimulo externo,
como la radiacion UV. En la indirecta se utiliza una fuente de luz externa que permita
captar los colores, tipicamente se utiliza un diodo emisor de luz (LED) de color
blanco neutro para obtener los colores mas certeros.

Las principales ventajas de estos sensores es que tienen una velocidad de
deteccion muy alta, pudiendo ser de un par de milisegundos dependiendo del
sensor, con la ventaja de que la mayoria de ellos son de una muy alta repetibilidad.

Un ejemplo de esta técnica es la usada para la deteccion de CO: producida en una
muestra, para ello se usa una membrana semipermeable donde de un lado tiene
una solucién acuosa con indicador de pH que vira a amarillo al bajar el pH y al verde
al subir, el sensor lleva un LED rojo y un detector de brillo, en este caso soélo es
necesario cuantizar el rebote de la luz, ya que al estar en verde rebotara poca luz y
al pasar al amarillo rebotara mas, pues al diluirse el CO:z en la solucién el pH bajara.
La informacion del brillo se podré interpretar por una computadora y aplicar un
algoritmo para saber la cantidad exacta de CO2 (Thorpe et al., 1990).
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Agentes de contraste médicos
Estos agentes permiten que las pruebas no invasivas tengan una mejor calidad de
imagen al aumentar la respuesta que reciben de parte de los tejidos.

Los agentes i6nicos son sales hiperosmolares con la sangre, siendo su mayor
problema el que pueden resultar toxicos en los tejidos nervioso, mientras que en los
pulmones podrian producir un edema pulmonar, por esta razén este tipo esta cada
vez en mas desuso por su posibilidad de toxicidad. Mientras tanto, los agentes no
i6nicos tienen una osmolaridad baja, aunque siguen siendo hiperosmolares con la
sangre, y algunos son isoosmolares con esta ultima. Por esta razén son los mas
usados en la actualidad, pues tienen menos problemas con el cuerpo del paciente
(Mehmet, 2019).

Entre los principales medios de contraste estan los compuestos yodados y el sulfato
de bario, ambos radiopacos y especificos para rayos X y tomografias
computarizadas; el primero es usado para la inyeccién a venas y arterias, el
segundo es un material para que el tracto digestivo sea visible. El gadolinio es un
componente clave en los medios de contraste que se usan para resonancia
magnética, ya que aumenta la capacidad magnética de los tejidos. La solucion
salina y el gas para exdmenes por imagen de ultrasonido, especialmente en el
corazén, ya que estos hacen un efecto de resonancia en las ondas de sonido,
permitiendo un mejor enfoque de estas (Radiology Info, 2020).

En el caso del ultrasonido, se usan microburbujas de CO:2 o solucion salina, se dejo
de usar aire debido a que el CO:2 presenta mejor estabilidad dentro de los tejidos y
permite tener una ventana mas amplia para hacer las pruebas (Sartori et al., 2013;
Tobajas Asensio et al., s/f).

Deteccion in vitro

El analisis in vitro es realizado fuera del sujeto de estudio y las pruebas no tienen
repercusiones en el mismo (Clinica universidad de navarra, s/f). Un ejemplo usado
en la deteccion de cancer de analisis in vitro es la proteina HER2. En esta técnica
se usa una molécula fluorescente, la cual es ligada a un anticuerpo especifico para
la proteina HERZ2, y al ser irradiada la muestra se emita una sefial de parte del
compuesto fluorescente. Para su irradiacion se usa radiacion IR y microscopia laser,
gue en conjunto permiten la emision y captaciéon de la sefial del compuesto
fluorescente, buscandose una sefal de mayor intensidad al del tejido circundante,
lo cual mostraria una sobreexpresion de la proteina HER2 en los tejidos y ser un
posible tejido canceroso (Hilger et al., 2004).
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Tinciones

Las tinciones son un agente de contraste usado principalmente en los analisis in
vitro, ya que permite tefiir de manera diferencial tejidos, estructuras celulares y tipos
de células, dandole una gran utilidad para el estudio de morfologia y diagnostico de
enfermedades.

La tincion de Gram (Figura 3) permite la diferenciacion de bacterias en Gram
positivas y negativas, o que guia tratamientos especificos. La tincion de Wright
colorea diversas estructuras celulares y parasitos. Mientras que la tincion de Ziehl-
Nelson, vital en la deteccion de tuberculosis, identifica bacilos resistentes al 4cido-
alcohol, destacando su relevancia meédica. (Esau Lopez-Jacome et al., s/f).

“

Gramnegativas Grampositivas

FADAM.

Figura 3 Tincion de Gram (A.D.A.M. Inc, 2022)

La deteccién inmunol6gica por anti citoquinas se basa en el uso de anticuerpos,
especificamente el CK2 (IgG1), el cual tiene como blanco el epitelio simple, presente
en los tumores de mama y colorrectales, los cuales son los principales derivados de
este tejido. Para la deteccion se hace con complejos de anticuerpos y fosfatasa
alcalina, lo cual les da una coloracion rojiza distintiva bajo el microscopio,
permitiendo asi una deteccion sencilla del padecimiento (Schlimok et al., 1987).

Nanoparticulas como agentes de contraste

Las NP son particulas de un tamafio nanométrico, lo que les permite penetrar dentro
de las células, y junto a su capacidad de poder modificar su superficie, se les pueden
dar usos como marcadores especificos para los estudios celulares. Al hacer uso de
las NP, generalmente se las usa como portadoras para especies fluorescentes que
sirven como marcador para un analisis, pero entre los materiales nanomeétricos hay
materiales con fluorescencia intrinseca, en este caso los QDs

A diferencia de las NP, los QDs son especificamente de materiales
semiconductores, esta composicién, asi como su pequefio tamafio, les da la
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capacidad de tener una fluorescencia de un color dependiente de su tamafo.
Normalmente se utiliza radiacion UV para excitar a los QDs y generar su
fluorescencia, pero también es posible usar IR para generar la fluorescencia.

Una ventaja de los QDs como agente de contraste es que, a diferencia de otros
meétodos que no cambian la naturaleza de la sefial o tienen grandes caidas entre la
energia incidente y la emitida, los QDs cambian de longitud de onda conservando
una gran parte de la energia incidente, por lo que parecen mas brillantes que otros
materiales fluorescentes, gracias a esto, se puede usar una energia inferior
incidente para tener una respuesta similar a otros materiales

Por lo anterior, los QDs son de interesa particular para analisis biologicos, ya que,
adicional a las propiedades anteriormente dichas, tienen la capacidad de ser
biocompatibles si se eligen los materiales adecuados y, sobre todo, un costo de
manufactura muy bajo si se toma como punto de comparacion, el costo de otros
agentes de contraste fluorescentes usados en microscopia (Bau et al., 2011).

Otra de las ventajas de que se pueda modificar la superficie de los QDs es se
pueden crear QDs lipofilicos o hidrofilicos, lo que permite su entrada a algunos
tejidos organicos y su rechazo a otros, teniendo asi una aun mejor especificidad
(Bau et al., 2011).

Los QDs de sulfuro de plata, los cuales tienen una emision normalmente en el
infrarrojo cercano (NIR por sus siglas en inglés), pero tienen la capacidad de
fluorescer en otras longitudes de onda al alterar su tamafo. Esto permite tener una
gama amplia de usos para el mismo material. Otra ventaja que tiene el uso de este
material es su muy baja toxicidad, siendo usado incluso en analisis in vivo (Ren
et al., 2021).
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3. Justificacion
En el mundo el cancer es un problema muy serio, se ha vuelto unas de las
principales causas de muerte a nivel mundial, solamente en 2021 se registraron un
total de 20 millones de casos nuevos, y un total de 10 millones de defunciones
relacionadas con el cancer (ONU, 2022), esto quiere decir que, por cada dos
personas diagnosticadas una persona moriria. Estos datos nos ponen de manifiesto
el enorme problema a nivel mundial y la urgencia de la lucha en su contra.

En México, durante el 2022, el cancer ocasion6 90,018 defunciones, afectando
principalmente a las poblaciones de 1 a 14 afios y de 45 o mas afos. Fue la segunda
causa de muerte en el grupo de edad de 5 a 14 afios y la tercera causa en los demas
grupos de edad. En el rango de 15 a 44 afios, se posicioné como la cuarta causa
de defuncién (INEGI, 2023).

Aungue actualmente tenemos muchas formas de combatir al cAncer, estas sélo son
efectivas si tenemos un diagnéstico temprano, ya que la tasa de supervivencia es
mayor cuando mas pronto se detecta hasta el punto que ni si quiera pone en riesgo
la vida del afectado.

Lamentablemente, en la actualidad, los métodos de diagndstico tienen muchos
pasos y son tardados, por lo que no es facil tener un diagndstico rapido. Entre las
opciones es usar un método de marcaje in vivo, donde el marcador entre en el
cuerpo y localice, de haber, tejidos cancerosos (Yu et al., 2017). El problema es la
toxicidad que se pueda presentar a partir de este método, especialmente la toxicidad
nefrolégica inducida por contraste (CIN por sus siglas en inglés) que actualmente
presentan algunos medios de contraste (Kaller & An, 2019).

Este problema no es exclusivo de los medios de contraste, ya que, en el caso de
los materiales nanométricos, aun no hay estudios a gran escala que aseguren su
inocuidad para las personas, pudiendo causar problemas a largo plazo que no se
han detectado actualmente. Incluso las NP de plata llegan a causar problemas en
la morfologia de algunas células (Love et al., 2012).

Una respuesta a estos posibles problemas es el uso de estudios in vitro. Con este
tipo de analisis, se pueden mitigar cualquier problema que se pueda presentar por
la posible toxicidad de los QDs, que gracias a su capacidad de fluorescer, permiten
el uso de microscopia de fluorescencia o el uso de sensores colorimétricos, siendo
estos ultimos la opcion mas econdmica y mas rapida, ya que pueden evaluar una
gran cantidad de muestra en poco tiempo.
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4. Problematica

Hasta ahora, se han explorado diversos métodos de diagndstico para el cancer, los
cuales se fundamentan en estudios que evaltan la probabilidad de presencia de
cancer, para luego confirmar o descartar la naturaleza benigna o maligna del tumor.
No obstante, estos métodos presentan desafios significativos en términos de costos
y complejidad. Esto se debe a la utilizacién de tinciones que revelan la estructura
celular para determinar la malignidad, lo cual resulta en costosos reactivos y equipos
especializados. Ademas, se necesita la presencia de profesionales altamente
capacitados para llevar a cabo estos estudios.

Adicionalmente, las tinciones no son especificas para células cancerosas, lo que
conlleva la posibilidad de obtener resultados falsos positivos 0 negativos debido a
la variabilidad morfologica de las células o a errores humanos. En cambio, este
método de investigacion tiene la ventaja de ser econdémico al no requerir equipos
costosos, ya que los sensores colorimétricos son precisos y asequibles. Ademas, la
interpretacion de los datos es simple y puede automatizarse, lo que disminuye la
necesidad de expertos altamente capacitados para analizar los resultados.

Por ultimo, se destaca la funcionalizacion de la superficie de los QDs. A pesar de
que este proceso puede generar costos adicionales debido a los materiales
empleados, presenta la ventaja de permitir la incorporacion de especies altamente
selectivas, como anticuerpos. Esto contribuye a la reduccién de posibles errores de
identificacion en las muestras, lo que compensa el gasto adicional en comparacion
con otros métodos al reducir la necesidad de segundas pruebas.
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5. Fundamentacion teérica

Fluorescencia

Como vimos en la parte pasada, uno de los posibles resultados al que un atomo
regrese a su estado basal desde un estado excitado es la fluorescencia, la cual da
como resultado la emisidn de radiacion electromagnética en forma de un fotén.

El estado electronico molecular donde los espines de los electrones estan
apareados recibe el nombre de estado singulete. En este estado, el atomo singulete
no produce desdoblamiento de niveles de energia al ser sometido a un campo
magnético. Otro estado que pueden presentar los &tomos es el estado doblete, el
cual es el estado base de los radicales libre, en este estado el electrén impar del
sistema puede presentar dos direcciones de giro diferentes dentro del campo
magnético.

El estado triplete es un estado que es mas estable energéticamente que los
anteriores, en este el espin de los electrones se desaparea y quedan en estado
paralelo, contrario al estado singulete excitado que solamente eleva el nivel de
energia de un electrén sin desaparearlo.

La radiacion de resonancia, que es cuando el atomo emite un de la misma energia
del foton recibido, aunque esta resonancia no es mayoritaria en la mayoria de los
materiales, en los cuales, se emite un fotdbn con una energia menor a la recibida,
esto es la radiacion Stokes.

Los materiales tienen una fluorescencia principalmente por su rendimiento cuantico
y su tipo de transicion. El rendimiento cuantico es la relacion entre el nUmero de
moléculas que emiten contra el nUmero de moléculas que estan excitadas en el
material, esto puede ser encontrado en la ec. (1), ecuacién de rendimiento cuantico,
bajos niumeros indican materiales que tendran una fluorescencia baja y no pueden
ser apreciados a simple vista, en el caso de materiales con nimeros altos, se podra
ver a simple vista la emision, y estos pueden ser usados para la iluminacién, como
en el caso de las luces fluorescentes que llevan ya varios afios acompafiandonos.

# de fotones emitidos (1)

0)

" %de fotones absorbidos

La transicion nos indica como sera el cambio de energia de la molécula, donde este
indicara también cémo sera la energia que se emite por el atomo excitado. Por
ejemplo, en transiciones T-1*, las cuales tienen una energia mayor que las
transiciones tipo n-11, esto se da por los tiempos en las que estas transiciones se
dan, en el caso de las n-1, el tiempo es mayor, por lo que la probabilidad que se de
en un corto periodo es baja, en cambio, en las transiciones 1-11*, el tiempo en el
gue se da es corto, por lo que la probabilidad que en un corto periodo se de esta
transicion es alta, mejorando asi su eficiencia cuantica (Panohaya Garcia Arturo
Olivares Perez Israel Fuentes Tapia, 2004).
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En los materiales fluorescentes, existen dos tipos de inhibiciones de la
fluorescencia: el quenching y el fotoblanqueamiento. Ambos reducen o eliminan la
fluorescencia del material, volviéndolo inutilizable para su propdsito. El quenching
es una pérdida reversible de la capacidad de fluorescencia, mientras que el
fotoblanqueamiento implica una pérdida permanente.

En el quenching, ejemplos incluyen la interaccién con especies no fluorescentes
que roban electrones al fluor6foro, como oxigeno o moléculas orgénicas. Esta
técnica se utiliza para detectar estas especies en una solucién. También existe el
quenching estatico, donde el fluoréforo esté ligado a una especie inhibidora sin
afectar su tiempo de vida en estado excitado.

El fotoblanqueamiento es similar al quenching, pero permanente. Cuando un
fluoréforo emite luz, cambia de un estado singlete a un estado triplete, que es mas
estable y decae mas lentamente, lo que reduce su capacidad de emitir fotones y lo
inutiliza, permitiendo interacciones quimicas mas fuertes en su entorno. (Davidson,
2015).

Diagrama de Jablonski
El diagrama de Jablonski (Figura 4) es un diagrama que permite ver los procesos
asociados a la fluorescencia o fosforescencia de la molécula o atomo. Este
diagrama es especialmente atil para comprender los detalles de la fluorescencia y
la fosforescencia.

Estados vibracionales excitados

(los estados rotacionales excitados
no son mostrados)

= Absorcion de foton

= Fluorescencia (emision)
= fosforescencia

S = Estado singlete

IC T = Estado triplete

IC = Conversidn interna
ISC = Cruce intersistema

WA T

A
F
[

Energia
p ]
by

) 4
Estado fundamental electronico

Figura 4 Diagrama de Jablonski (Jablonski Diagram, s/f)

(imagen traducida)

El diagrama de Jablonski es un diagrama que permite ver los procesos asociados a
la fluorescencia o fosforescencia de la molécula o atomo. Este diagrama es
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especialmente util para comprender los detalles de la fluorescencia y la
fosforescencia.

La fosforescencia se da cuando hay una un cruzo intersistémico o ISC, en este se
pierde energia de forma vibracional, al pasar a este estado, la vida del estado es
mucho mayor de un par de milisegundos a minutos u horas (Sam Houston State
University, s/f; Universitat de Barcelona, s/f).

En la Figura 4 el primer paso de la fluorescencia es la excitacion del &tomo, para lo
cual, una fuente externa envia un electron con una energia hvex que es absorbido
por una sustancia fluorescente denominada fluoréforo. Este proceso es el que crea
un estado singlete, siguiendo la ruta A, pasando de So, que es el estado basal, a S
gue es un estado de excitacion alto.

El estado excitado tiene un tiempo de vida Sz, este es bastante corto, de 1 a 10 ns,
a partir del cual pasan dos cosas, el primero es que pasa de un estado excitado alto
a otro estado excitado un poco mas bajo, Si, liberando energia por medio de
emisiones vibratorios, o conversion interna IC, a partir de este estado se puede dar
la fluorescencia de igual forma siguiendo la ruta F. En la segunda forma, y que no
es tan comun, las moléculas pasan del estado excitado al estado base, emitiendo
una fluorescencia de igual energia que inicialmente excité al atomo, siguiendo en
direccion contraria a la ruta A.

Y la fluorescencia como tal viene de la emision del foton de un estado excitado
menor al que le hicieron llegar por el foton de la fuente externa, esta emision tiene
una energia interior a la que se usoé para excitarlo, por lo que también su longitud
de onda seréa diferente, siendo esta mayor que la del fotéon de la fuente externa
(Thermo Fisher Scientific, s/f).

Fluorescencia de nanomateriales

A diferencia de otros materiales, en los materiales semiconductores, el brillo que
puedan emitir por fluorescencia viene dado por el confinamiento hueco-electrén,
gue es llamado exciton, este confinamiento puede ser medido y de ese valor se
obtiene el brillo del material, todo esto se puede ver en la e.c. ( 2), ecuacion de
energia de emisién, que describe el desplazamiento espectral de la banda del
semiconductor.

(2)

h? /1 1 1.8¢?
E_Eg-l_ﬁ( )_4-7T€R
En la ec. ( 2) tenemos la ecuacion de la energia emitida como fotén por la NP
semiconductora, el término Eg que es la energia de banda prohibida, o la energia
minima que debe tener un electrén para saltar entre la banda de valencia a la de
conduccion. La segunda parte es la correccién por confinamiento, donde h es la
constante de Planck, m, y m; son las masas efectivas del electron y el hueco

me mp
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respectivamente, y R es el radio de la NP. La tercera parte es la correccion por la
interaccion del hueco y el electrén al momento de formar el exciton.

El color de emision se determina por la cuantizacion de la energia, que a su vez
esta dada por el radio de la NP, siendo que, a menor radio, tendra una emision de
mayor energia, mientras que a menor radio la emisiobn ser& menos energeética,
traduciéndose a pasar de ser mas azul la emision en tamafios pequefios a mas roja
en tamanos grandes.

Este fendmeno se da cuando se recombinan los pares electron-hueco, que forman
al excitén, al recombinarse se emite un foton para liberar la energia. Si la energia
gue hizo que se formara el excitdé provino de una fuente de una longitud de onda
energética, se producira el fenomeno de la fluorescencia. Este fendmeno es
independiente de la composicidon de la NP, solamente por el cambio de tamafio ya
esta presente (Juarez, 2011).

Puntos cuanticos

Los QDs exhiben una fluorescencia inherente determinada por su tamafo y
composicion de materiales. Al utilizar tamafios nanométricos y materiales
semiconductores, los QDs manifiestan esta fluorescencia de forma estable y
constante a lo largo del tiempo, lo cual constituye una ventaja significativa (Freeman
& Willner, 2012).

Los QDs de sulfuro de plata (Ag2S) presentan algunas propiedades interesantes
entre los QDs, empezando que tienen una toxicidad muy baja en los organismos
vivos, lo que los hacer muy seguros para su uso independientemente de los
tratamientos superficiales que puedan tener. También tienen un amplio rango de
emisién, de los 520 nm a los 1150 nm, lo que les hace aptos para muchos tipos de
analisis.

Gracias a la modificacién se su superficie, también es posible hacer que estos QDs
tengan cambios en su longitud de onda de emision, por lo que se pueden darle
varias propiedades al utilizar tamafios y especies funcionales en su superficie, asi
como poder compensar los cambios de emisibn provocados por las
funcionalizaciones (Tang et al., 2015).

Microcontrolador

Para gestionar la informacion proveniente de los sensores, especialmente desde
uno del tipo colorimétrico, es aconsejable el uso de un microcontrolador, ya que este
puede gestionar la informacion entrante sin necesidad de tener un equipo de mayor
potencia.
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A estos se les puede considerar una computadora en un chip, ya que los
microcontroladores llevan dentro un oscilador que sirve de reloj al darle una sefal
al microprocesador para poder ejecutar instrucciones; una memoria RAM, donde se
puede guardar el programa y variables mientras se estan ejecutando; una memoria
FLASH, que contiene el programa a ejecutar; un microprocesador, que toma la
informacion de la FLASH, la carga en la RAM y la ejecuta; tiene entradas y salidas,
que pueden ser PWM, analdgicas, digitales, etc.; y por ultimo, contienen una
memoria no volatil, tipicamente una EEPROM, pero esto no es en todos los
microcontroladores, ya que muchos no tienen necesidad del almacenamiento no
volatil (Gridling & Weiss, 2007).

Gracias al uso de los microcontroladores podemaos optimizar el espacio que usamos
en nuestro proyecto, siempre y cuando no necesitemos de una alta capacidad de
procesamiento, aun asi, podemos encontrar en el mercado algunos
microcontroladores con potencias parecidas a las computadoras de hace un par de
décadas.

En el presente trabajo usaremos al microcontrolador ATMEGA328p, el cual es un
microcontrolador de 8 bits de la marca ATMEL y es ampliamente conocido por ser
el microcontrolador que usan los Arduno UNO y NANO, los cuales son los mas
populares en la actualidad. Tiene como ventajas una velocidad de 16 MHz, la cual
es bastante buena para tomar informacién de casi todos los sensores actuales,
aunado con sus interfaces 1°C, SPI, UART y sus entradas y salidas digitales, asi
como su convertidor analdgico-digital (ADC por sus siglas en inglés), hacen que
practicamente no haya un sensor que no pueda adaptarse a él (ATMEL, s/f).
Adicional a estas ventajas, la comunidad en torno a estos microcontroladores es
enorme, permitiendo la facil identificacion de problemas, asi como su solucion. La
gran mayoria de los sensores se preparan para el uso en un ATMEGA328p, y si no
estan preparados, existe amplia informacién para su uso.

Sensor colorimétrico

Los sensores colorimétricos, en su minima expresion, son un sensor que es capaz
de detectar una longitud de onda especifica y medir la intensidad de esta, en el caso
de los sensores colorimétricos actuales, tienen multiples sensores que pueden
detectar varias longitudes de onda a la vez, dando sus intensidades. Asi, se puede
usar para determinar las longitudes de onda y la intensidad de un objeto, ya sea por
rebote de la luz o por la propia emision del objeto, como el caso de los QDs, cuya
fluorescencia puede ser detectada por estos sensores siempre que esta se
encuentre en el rango de deteccidn del sensor, que generalmente se encuentra en
el espectro visible.

Estos sensores son bastante comunes en el mundo actual, un ejemplo de esto son
las camaras o los escaneres, por lo cual, el precio de estos se ha ido reduciendo

24




desde hace un tiempo y su calidad ha mejorado a lo largo del tiempo, esto los hace
perfectos para el analisis de marcaje con QDs, pues pueden detectar con mucha
precision el color de emisién, convirtiéndolos en espectrografos bastante buenos en
visible, ya que muchos de estos contienen filtros que reducen en gran medida las
longitudes de onda UV e IR.

Actualmente, uno de los usos de los sensores colorimétricos es en los sensores
especializados en los espectrografos UV-Vis, el uso de estos instrumentos tiene la
ventaja de que, ademas de detectar a los propios QDs, se pueden detectar otras
especies con una absorcion en el espectro UV (Liu et al., 2021).

El uso de los sensores colorimétricos para la diferenciacion de distintos analitos es
bastante atil en multiples muestras; para esto se utilizan complejos de deteccion
basados en QDs, como los QDs de perovskitas, estos, al unirse a un ion metalico
tienen un brillo particular. Tomando como ejemplo los QDs de perovskitas de plomo
cesio, estos tienen un brillo verde muy marcado en los iones metélicos y en algunos
no metalicos, siendo esta una deteccidn neutra, pero en el caso del cloro (Cl—) tiene
una fuerte emision en azul, incluso con pequefas cantidades dentro de la muestra,
y para el iodo (I7) tiene una fuerte emisidbn en rojo, nuevamente con bajas
concentraciones (Park et al., 2020).

Uno de estos sensores que es muy facil de encontrar y usar es el sensor TCS34725,
gue es un sensor de color basado en fotodiodos sensibles a una longitud de onda
especifica. Contiene 12 fotodiodos, cada longitud de onda tiene tres fotodiodos
dedicados, los cuales son: verde, rojo, azul y claro. Los primeros tres tipos de
fotodiodos estan acoplados con un filtro de color del respectivo color de deteccién,
en la Figura 5 podran verse las longitudes de onda especificas de cada fotodiodo y
sus respuestas, el color claro no tiene ningun filtro delante de ellos.

Cuenta con un conversor analogo digital de 16 bits, del cual, dos bits se usan para
la direccién del fotodiodo correspondiente, lo que le da un valor de cuentas del
conversor analogo digital de 0 a 65,536 cuentas, con un reloj de 400 kHz, con el
que el sensor puede detectar cambios de forma muy rapida en el conteo (TAOS,
2012).

El sensor TCS34725 cuenta con un filtro de IR, lo que le permite ser usado en
ambientes sin aislar con un rendimiento similar al de un ambiente aislado, ademas
de este filtro, el propio sensor tiene una baja sensibilidad a la radiacién UV, siendo
muy baja para UVA y casi nula para UVB, esto lo podemos ver en la Figura 5.
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Figura 5 Responsividad relativa RGB del sensor TCS34725 (TAOS, 2012)

(imagen traducida)

En la Figura 5 podemos ver los picos de responsividad del sensor, que estos son
correspondientes a los colores. El color claro pasa por todos los demas colores y
tiene una responsividad mayor, ya que este no tiene ningun filtro. En el caso de los
colores restantes, estos corresponden a la responsividad del ojo humano, por lo que
este sensor da una medida del color equivalente a la que veriamos los humanos
(Perumal & Baharum, 2021).

Adicional a lo anterior, el uso de la interfaz de comunicacién 12C le permite al sensor
conectarse de forma sencilla a casi todos los microcontroladores o
microcomputadoras en el mercado, lo que le da una gran flexibilidad de uso. Otra
ventaja del uso de esta interfaz es el no requerir conexiones extra para mas
sensores que usen esta misma interfaz.

Protocolo I1°C

Entre muchos sensores actuales para electronica basica y unos pocos de uso
industrial, el protocolo I°C es imprescindible debido a sus grandes prestaciones para
comunicaciones cercanas, como el hecho de que un maestro puede controlar a 127
dispositivos de forma individual sin tener cruces de informacion entre estos mientras
se tiene un control completo de quién envia y quién recibe en cada momento. Pese
a su antigiedad, este protocolo sigue siendo excelente para los sensores
colorimétricos debido a sus muchas opciones de configuracion para el muestreo,
pues requieren un canal propio por un tiempo mayor al de otros sensores como uno
de temperatura.
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El protocolo usa dos lineas de transmision referidas a tierra, una linea, SDA, se usa
para la informacién, y SCL, se usa para enviar una sefal de reloj, esto lo hace un
protocolo sincrono, de esta forma no hay que preocuparse por tener homologadas
las velocidades entre ambos dispositivos, ya que esta es dada por la sefial de reloj,
dando la ventaja de que podemos conectar un dispositivo y este se sincronizara con
el resto de forma automatica.

La configuracion de esta comunicacion se basa en un maestro y esclavos, el
maestro se encarga de generar la sefial de reloj. Para su inicio, el maestro envia un
bit de inicio seguido por la direccion del esclavo y un bit de escritura o lectura, luego
espera la respuesta del esclavo y envia los datos, al final manda el maestro un bit
de término, entre cada envio de bits de mensaje, el esclavo manda un bit de
enterado, para decir que recibi6 la informacion. También se puede dar el caso que
el esclavo envio los datos al maestro, en este caso se usa el mismo formato, pero
de parte del esclavo, siempre el pulso del reloj es por el maestro y el esclavo nunca
puede empezar la comunicacion, sélo responder.

Para conectar las lineas se usan resistencias PullUp, las cuales mantienen un nivel
l6gico alto en caso de que se ponga en modo de alta impedancia la salida, esto
quiere decir que se conectan entre la linea de comunicacién y Vcc (Voltaje de
corriente continua, usado para el positivo). Para conectar mas dispositivos sélo es
necesario conectarse a las lineas de comunicacion y tierra (Hetpro, s/f).

Protocolo RS232

Este protocolo se usara en el presente proyecto para poder comunicar la
computadora con el microcontrolador. El protocolo fue elegido por su robustez y
facilidad de uso, ya que tiene mas de 50 afios de trayectoria de uso, asi como que
es nativo en el Arduino para su comunicacién con PC. La ventaja principal de uso
es la comunicacion diferencial, en la que se usa un voltaje de referencia que viaja a
la par de la sefal, y al haber ruido eléctrico, ambas sefiales cambian con la misma
respuesta, y al ser iguales no se detecta por el receptor de la sefial.

Este protocolo es de tipo asincrono, es decir, no hay una sefial que determine el
tiempo para enviar o recibir un bit durante la conexién, para poder usarse, el
protocolo hace uso de bits de inicio y final, que le indican que la comunicacion ha
comenzado y terminado, y para que entienda el mensaje se usa una velocidad
definida en bits por segundo (baudios) la cual se debe determinar de antemano para
la correcta comunicacién, algunos chips usan un caracter para determinar la
velocidad de forma automética.

Otra caracteristica es el uso de paridad, que es el uso de un bit adicional para que
se pueda saber el numero de bits en el mensaje, 0 para par y 1 para impar, este se
puede eliminar sin problema alguno en la comunicacion.
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Otra caracteristica es la cantidad de bits por mensaje, el cual, tipicamente es de 5,
7 y 8 bits, estos se eligen a partir de lo que se enviara, normalmente es un cédigo
ASCII, que en formato simplificado tiene 7 bits y en extendido 8 (ITQ, s/f).

Motores paso a paso

Las computadoras y los microcontroladores por si solos no pueden hacer cambios
en su entorno, para lo cual requieren de actuadores. Estos actuadores pueden ser
distintos tipos de luces, vibradores, bocinas o motores, siendo estos ultimos los mas
usados para realizar cambios notables. Dentro de lo motores tenemos los motores
paso a paso, que hacen uso de una serie de bobinas y una activacion secuencial
de las mismas para producir un pequefio movimiento, el cual esta confinado a una
cantidad especifica de grados, a esto es a lo que llamamos un paso. La cantidad de
bobinas, su conexién entre ellas, asi como su fuerza, velocidad y precision, estan
determinados por el tipo de motor.

Entre los tipos de motores que se encuentran tenemos tres tipos, de reluctancia
variable, de iman permanente e hibridos. Los motores de reluctancia variable usan
un rotor de acero dulce que es posible atraer por el campo que generan las bobinas
del motor. EI motor de iman permanente tiene un iman que es el que es atraido por
las bobinas, dentro de estos estan los motores unipolares y bipolares, el primero
todas las bobinas se conectan a un comun y del otro extremo a un conmutador, y la
activacion secuencial es lo que permite su movimiento, esto se muestra en la Figura
6, los motores bipolares una bobina esta dividida en dos, esta se conecta a un
controlador de puente H que permite invertir la polaridad, creando asi el movimiento
por la inversion de polaridad, esto se muestra en la Figura 7. Por ultimo, los motores
hibridos hacen uso de varios tipos de motor para generar una mayor precision o un
mayor patr.

zasilanie 2

zasilanie 1 o

Figura 6 Motor unipolar

Todos los positivos se conectan a una misma salida
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Figura 7 Motor bipolar

Se mantiene como circuitos separados cada par de bobinas

En el caso del presente trabajo, se hara uso de los motores paso a paso 28YBJ-48,
los cuales son motores unipolares que cuentan con un reductor de 1:64, por lo que
termina con una precision de 4096 pasos, esto porque el propio motor tiene una
tasa de 64 pasos por vuelta. Gracias a esta gran precision, es un motor ideal para
tareas muy delicadas, la desventaja es su bajo par motor, pero se compensa por el
uso del reductor (Keyestudio, s/f). Por ultimo, la deficiencia mayor de estos motores
es la velocidad, pero debido al tipo de trabajo no se requeriran velocidades
especialmente altas.

Controlador motor paso a paso

Aunque ya hablamos de las ventajas de los motores paso a paso, ahora nos toca
hablar de su mayor inconveniente, el hacerlos moverse. Los motores
convencionales sélo requieren de la conexion a una fuente de energia para poder
moverse, pero en el caso de los motores paso a paso, estos no pueden funcionar
asi, ya que requieren de un circuito especial para poder realizar su movimiento. Este
controlador o driver es un circuito especializado o adaptado para que pueda activar
cada bobina. En el caso de los motores bipolares, se hace uso de un controlador
basado en un circuito de puente H, de entre los mas comunes y populares esta el
A4988, el cual ya contiene todos los elementos de forma interna para el correcto
accionamiento de los motores paso a paso bipolares.

Una forma de control para los motores paso a paso unipolares es el uso de
transistores de potencia, MOSFET, IGBT o pares Darlington, los cuales permiten
conmutar corrientes y voltajes mas altos de los que podria un microcontrolador. Por
el contrario, estos son mas complicados de operar que otros tipos de controladores,
pero a su favor esta el bajo precio y altas prestaciones posibles. Esta diferencia
radica en que, chips especializados como el A4988 solo requiere de sefiales de
paso y direccion

En el presente trabajo hicimos uso de pares Darlington en un chip dedicado. Estos
son dos transistores conectados en cascada, esta configuracion permite aumentar
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en gran medida la ganancia de los transistores, multiplicAndola, asi se pueden usar
seflales muy pequefias y tener salidas muy grandes con una velocidad
razonablemente alta, tienen la ventaja de que son muy econémicos en el mercado
(Hodges, 1999).

Especificamente, se us6 el ULN2003, el cual es un arreglo de siete pares
Darlington, los cuales s6lo deben ser conectados a alimentacion y con sefiales
simples permiten conmutar corrientes hasta de 1 A por cada par, adicional a esto,
el chip contiene diodos de proteccion flyback, los cuales son imprescindibles para
trabajar con motores debido a la corriente de autoinduccion que generan al cortarles
la alimentacion y moverse (STMICROELECTRONICS, 2002).

6. Estado del arte

Desde tiempos antiguos, la deteccion temprana del cancer ha sido una prioridad en
la lucha contra esta enfermedad. Los esfuerzos por diagnosticarlo de manera pronta
se remontan a la antigiiedad, cuando los médicos realizaban palpados en busca de
anomalias o tumores externos.

A lo largo de la historia, las técnicas de diagndstico han experimentado avances
significativos; en la actualidad, existen métodos cada vez mas avanzados y precisos
gue permiten distinguir entre analisis tradicionales, como radiografias, mastografias,
tomografias y ultrasonidos, y los de Ultima generacion, como pruebas genéticas, de
biomarcadores y anticuerpos.

En pruebas avanzadas, se utilizan NP con anticuerpos especificos, como los
dirigidos a la proteina de crecimiento epidermal humano 2 (HER2) que se encuentra
en mayor cantidad en ciertos tipos de cancer, como el de mama o pulmén. Estos
anticuerpos se combinan con una sustancia fluorescente y nanoparticulas,
permitiendo su deteccion mediante microscopia (Watrtlick et al., 2004).

Los QDs son marcadores fluorescentes eficaces para detectar células cancerosas,
ya que tienen fluorescencia intrinseca y son ideales como agentes de contraste ya
que tienen una intensa fluorescencia. Cuando se funcionalizan con anticuerpos
especificos, pueden identificar el tipo de cancer segun los marcadores presentes.
Yezhelyev y su equipo utilizaron QDs con diversas funcionalizaciones para detectar
varios tipos de cancer y su extension en una misma muestra, empleando una fuente
UV y un microscopio estandar (Yezhelyev et al., 2006).

En el enfoque genético se han usado QDs funcionalizados con un aptamero de RNA
para identificar secuencias genéticas o0 proteinas especificas. Al agregar
doxorrubicina, un farmaco de quimioterapia, crearon un complejo activable por luz
UV, que se visualiza mediante microscopia de fluorescencia a 408 nm (Bagalkot
et al., 2007).
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El uso de la espectroscopia Raman como un enfoque alternativo para la deteccion
permite el uso de NP como los QDs con una menor concentracion necesaria para
su deteccion. Ademas, esta técnica habilita la deteccion in vivo mediante sondas de
fibra Optica que pueden introducirse en el cuerpo para detectar las nanoparticulas
(Chinen et al., 2015).

Las NP no solo identifican el cancer, sino que también evallan su resistencia a la
quimioterapia. Al modificarlas con anticuerpos especificos para proteinas de
resistencia a farmacos, se determina el mejor tratamiento al observar cuales se
logran adherir al tumor utilizando microscopia de fluorescencia. Adicionalmente, se
pueden usar estas mismas NP para el transporte de farmacos (Conde et al., 2015).

En el trabajo de Perillo y colaboradores podemos ver que las NP de carbén puede
ser utilizadas tanto como marcadores UV como para el transporte de farmacos,
especialmente el metotrexato, un farmaco anticancerigeno ampliamente utilizado.
Una ventaja de estas nanoparticulas es que se pueden analizar mediante
espectroscopia UV-Vis, lo cual facilita la interpretacion de los datos y requiere
menos experiencia técnica para la obtencién de los datos. Otra estrategia de
marcado es el marcado magnético, donde las nanoparticulas actan como agentes
de contraste magnético utilizando hierro superparamagnético. Al ser conjugadas
con péptidos y un pigmento fluorescente, las nanoparticulas pueden penetrar
eficientemente en las células cancerigenas. Gracias a sus propiedades magnéticas
y fluorescentes, estas nanoparticulas pueden ser utilizadas en diferentes tipos de
analisis, como espectroscopia UV-Vis, microscopia y resonancia magnética.
Ademas, poseen la capacidad de ser utilizadas en terapia térmica, donde poderosos
campos magnéticos de alta frecuencia generan calor en las nanoparticulas,
quemando asi las células cancerigenas en las que se encuentran (Perillo et al.,
2017).

Y por ultimo vemos el trabajo de He y colaboradores, en el que se muestra el uso
de un polimero nanoestructurado. Los polimeros nanoestructurados tienen la
capacidad de fluorescer bajo determinadas condiciones o con el uso de un
compuesto fluorescente. La ventaja, y por lo que vale la pena el agregar un
compuesto fluorescente, es que son mas faciles de funcionalizar que los QDs. Para
su marcaje se uso6 el HER2, usando luz IR se puede observar su fluorescencia a
través de microscopia (J. He et al., 2019).

Un desafio importante de las nuevas técnicas radica en su dependencia de la
microscopia de fluorescencia, que, aungque accesible en algunos laboratorios, suele
ser costosa y dedicada exclusivamente a esta aplicacion. Una solucion a este
problema podria residir en la adopcion de sensores colorimétricos, capaces de suplir
a la microscopia de fluorescencia en algunas aplicaciones. Estos sensores, al ser
menos susceptibles al ruido, como el de los rayos ultravioleta e infrarrojos, y
capaces de detectar incluso pequeiias variaciones de brillo y color en las muestras,
facilitaran la adquisicion e interpretacion de la informacion. Los sensores
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colorimétricos son cruciales en el diagnostico, ya que registran la intensidad de la
luz en longitudes de onda especificas del espectro visible, permitiendo la deteccion
de cambios de color relacionados con reacciones quimicas y procesos biologicos.
Su funcionamiento se basa en la interaccion entre la luz incidente y los componentes
de la muestra que, debido a cambios quimicos, alteran las propiedades de absorcion
o reflexion de la luz en el espectro visible, traducidos en variaciones perceptibles de
color que el sensor captura y analiza (Vernier, s/f).

La aplicacion de los sensores colorimétricos en el diagndstico ha demostrado ser
prometedora. Su capacidad para detectar cambios de color asociados con
biomarcadores especificos 0 metabolitos caracteristicos de enfermedades permite
la identificacion temprana de patologias y la monitorizacién de la eficacia de
tratamientos. Ademas, la facilidad de uso y la rapidez en la obtencion de resultados
hacen de los sensores colorimétricos una opcion atractiva para su implementacion
en entornos clinicos.
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7. Hipotesis y objetivos
Hipotesis
El sistema de sensado propuesto tendra la capacidad de determinar el rango de

emision y la concentracion de QDs de Ag2S, excitandolos mediante radiacion UV,
permitiendo la evaluacion de estos en cultivos celulares cancerosos.

Objetivo general

Disefar, desarrollar e implementar un sistema automatizado basado en la excitacion
de puntos cuanticos y el uso de un sensor colorimétrico mévil automatizado, con el
fin de detectar y cuantificar la presencia de tejido canceroso en muestras in vitro a
través de la medicion de la fluorescencia emitida por los puntos cuanticos.

Objetivos especificos

e Diseflar una cadmara de irradiacion automatizada que permita controlar la
distancia a la muestra y el tiempo de exposicién de la misma, la intensidad y
tipo de radiacion.

e Establecery estandarizar los parametros de intensidad y longitud de onda de
la camara de irradiacion en diferentes configuraciones, para garantizar la
reproducibilidad y repetibilidad de los resultados.

e Medir soluciones de QDs en diferentes medios de dispersion para obtener
las curvas de calibracion del sistema.

33




8. Metodologia

Construccion de la camara de irradiacion

La primera parte de la camara de irradiacion es una plataforma construida a partir
de disipadores de calor de aluminio, los cuales son una pieza estructural, ya que
soporta a los 50 diodos emisores de luz (LEDs) UV de 395 nm, los ventiladores y
entradas estandar para focos de corriente alterna, controladas por un relevador
mecanico, con focos esterilizadores de 253.7 nm. Para su movimiento vertical se
usaron usillos ACME de cuatro hilos accionados por motores NEMAL7.

El sistema de control de estos LEDs se basa en un MOSFET IRFZ44, ya que se
puedan usarse con control PWM para modificar su brillo sin afectar la vida util de
los mismos.

El sistema de control de los motores son dos controladores A4988, se usaron
micropasos para mejorar la precision del sistema, siendo 16 el multiplicador usado
para el equipo.

En la Figura 8 se puede ver un resumen de la construccion del equipo.

Construccién de la Implementacién de -
plataforma con sistema de movimiento
disipadores de calor de vertical con usillos ACME
aluminio y motores NEMA17

., Utilizacion de focos Cidtel d.e 95 EHEES
Instalacién de 50 LEDs UV - mediante dos

de 395 nm y ventiladores el dls seyy controladores A4988 con
A micropasos (16x)

Control de los LEDs UV
utilizando MOSFET IRFZ44
y control PWM

Conexion de entradas - Control de los focos
estandar para focos de mediante relevador
corriente alterna mecanico

Figura 8 Diagrama de flujo de la construccion de la camara

Centro de control de la caAmara de irradiacion

El centro de control de la cadmara de irradiacién se basa en el uso de una placa
Arduino UNO, que esta basada en un ATMEGA328p. El resto de los componentes
se colocaron en una placa personalizada en forma de un shield para el Arduino
UNO.
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El shield personalizado lleva un regulador de 5v para utilizar los 12v de los motores
y los LEDs UV para alimentar al microcontrolador, los sensores, el relevador, la
pantalla y el teclado. Se dejaron los conectores no usados disponibles para futuros
usos y se ampliaron las terminales dedicadas a la interfaz I’C en caso de ser
necesario el uso de mas sensores o actuadores basados en dicha interfaz.

Se us6 una pantalla LCD de 20x4 conectada por una interfaz I°C. La interfaz se
limita a las pantallas de: altura de la plataforma de LEDs UV, tiempo de encendido
de LEDs UV y salida AC, intensidad de los LEDs y encendido de salida AC.

El teclado usado es un teclado matricial de 4x4 que sirve de entrada de datos para
poder controlar el sistema. EI modo en que es decodificado el teclado es haciendo
uso de la libreria Keypad, dentro del archivo “Tesis_c_mara_irradiaci_n_2.ino” de la
linea 16 a la 30 se presenta el sistema basico para configurar el teclado, en la linea
seis se llama la libreria, y en la linea 82 se llama a la funcion para saber si hubo o
no una pulsacion del teclado matricial. (lalo101097, 2023a)

Entre las medidas de seguridad estan: un sistema de auto calibracion de altura de
los disipadores, que se ajusta justo al tratar de mover a estos ultimos. Un condicional
de altura minima para no romper los soportes de los LEDs. Un sistema de validacién
de datos de entrada para evitar la entrada de valores erroneos. Esto se puede
encontrar en el archivo “motores.ino” (1alo101097, 2023a).

Para su uso tendremos los botones “B” y “C”, donde el primero sirve para retroceder
en las pantallas y el segundo para avanzar en ellas. Para encender los LEDs en las
pantallas de intensidad y tiempo se debe de presionar el botén “#”, de esta forma
comenzara la iluminacion con estos. En el caso de la pantalla de altura, al presionar
el botdon “#”, de ser la primera vez que se mueve la plataforma de los LEDs, esta
subird hasta que el sensor de final de carrera tocard la parte superior y quedara
calibrada la altura, se debera volver a presionar para que vaya a la altura correcta,
de ya haber sido calibrada la altura, la plataforma se movera de inmediato a la altura
deseada. En caso de presionar “#” en la pantalla de iluminacion AC, esta se
encenderd; si se habia establecido un tiempo, este serd el tiempo en el cual se
iluminara con la iluminacion AC. Para el uso continuo el tiempo debe ser de 0, el
tiempo es en segundos.

En la Figura 8 se encuentra un resumen de la construccién del equipo electrénico
de la camara y Figura 9 se presenta un resumen de la operacion de la camara.
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Utilizar una placa
Arduino UNO
basada en
ATMEGA328p
como base.

Disefhary
ensamblar una

placa personalizada
tipo shield para
Arduino.

Incorporar un
regulador de 5v
para los motores y
LEDs UV.

Agregar una
pantalla LCD 20x4
con interfaz 12C.

Ampliar terminales
I2C disponibles
para futuros
sensores o
actuadores.

Conectar sensores,
relevador, pantalla
y teclado al shield.

Figura 9 Construccion del sistema electrénico de la camara

Usar teclado matricial
4x4 para control.

Boton "B" para
retroceder en
pantallas, "C" para
avanzar.

Para editar pantallas
presiones "D", para
borrar use "A"

Repetir "#" para
ajustar altura si es
necesario.

En pantalla de altura,
al presionar "#",
plataforma sube

hasta tocar sensor de
final de carrera.

En pantallas de
intensidad y tiempo,
presionar "#" para
encender LEDs UV.

Figura 10 Operacion de la camara

En pantalla de
iluminacion AC,
presionar "#" para
encenderla.

Configurar tiempo (0
para uso continuo, en
segundos).

Realizar operaciones
deseadas.
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Sensor colorimétrico

El sensor TCS34725 se colocd en una carcasa que le permite protegerse en una
buena parte de la radiacion UV que pueda incidir sobre él, dejando sélo el area
sensible descubierta. Asi mismo, esta carcasa lleva soportes par rodamientos
lineales para su desplazamiento por varillas redondas de 8 mm.

Para mover el sensor a través de los pozos se hace uso de un sistema motorizado
gue hace que el sensor se mueva por la placa tomando las medidas. Para su disefio
se uso varillas lisas de 8 mm de acero y perfiles de aluminio ligeros, asi como piezas
impresas el 3D con PLA, motores paso a paso y sistemas de engranaje-cremallera.

Los motores paso a paso utilizados fueron los motores paso a paso unipolares
28YBJ-48 a 5V (Welten Holdings Ltd, s/f), para la transmision, se le colocaron
engranajes que movieron sistemas de cremallera, los cuales mueven los ejes, de
esta forma se elimina el juego que pueda haber en los movimientos del sistema.
Estos motores son controlados mediante el uso de un paquete de transistores en
configuracion Darlington ULN2003 (STMICROELECTRONICS, 2002), el cual
permite tanto un correcto control al poder manejar la corriente necesaria para los
motores, como una proteccion de voltaje inverso al mover estos por alguna
necesidad o accidente.

En la Figura 11 se muestra un resumen de la construccién del sistema de
movimiento del sensor.

Disefar y construir una
carcasa protectora para el
sensor TCS34725 que lo
resguarde de la radiacion UV,
dejando solo el drea sensible
descubierta.

Incorporar motores paso a Conectar motores a sistemas
paso unipolares 28YBJ-48 a de engranaje-cremallera para
5V. mover los ejes del sensor.

Aplicar transistores en
configuracién Darlington
ULN2003 para controlar

motores

Agregar soportes para Imprimir piezas con PLA en
rodamientos lineales en la 3D para componentes
carcasa. especificos.

Utilizar varillas redondas de 8 Usar perfiles de aluminio
mm de acero como guias. ligeros en la estructura.

Figura 11 Construccion del sistema de movimiento del sensor

37




Sistema de control del sistema de muestreo

Sistema Arduino

Para tener un mejor control sobre el sistema, se empleé un segundo
microcontrolador, un Arduino NANO basado en el ATMEGA328p. El sistema de
este Arduino Unicamente tendra que recibir comandos de movimiento, sensatr,
encender de un led interno para calibracion y enviar datos.

Para la recepcion de datos se usa un codigo que separa el mensaje obtenido para
poder obtener los comandos y sus pardmetros en caso de ser necesario, esto se
encuentra de la linea 33 a 53 del archivo “maestro_camara_pap.ino” (lalo101097,

2023D).

Los comandos usados por el sistema Arduino estan en la Tabla 1.

Tabla 1 Comandos del sistema de movimiento

Comand | Formato Parametro | Respuesta Referencia

0 S

p p, NA I0 = problema con | Lineas 107 a 111 del
el sensor archivo
I1 = sin problemas | “maestro_camara_pap.in
con el sensor 0” (lalo101097, 2023b)

a a, NA <R>,<G>,<B>,<C | Lineas 55 a 78 del archivo
> los cuales | “maestro_camara_pap.in
corresponden a | 0” (lalo101097, 2023b)
los canales ROojo,

Verde, Azul vy
Claro,
respectivamente

b b,<pasosX>,<pasosY | pasosX = | NA Lineas 23 a 28, y el uso

>, nameros del comando “b” de la
de pasos linea 80 a 105 del archivo
en eje X “maestro_camara_pap.in
pasosY = 0” (lalo101097, 2023Db).
pasos en
eeY
c c, NA NA Lineas 112 a 141 del
archivo
“maestro_camara_pap.in
0” (lalo101097, 2023b).
I l,<orden>, orden = “s” | NA Lineas 142 a 152 del
enciende archivo
el LED, “n” “maestro_camara_pap.in
apaga el 0” (lalo101097, 2023Db).
led

Sistema computacional

Para simplificar el envio de comandos y la recepcién de la informacion del sensor
se cred un programa en C# con interfaz grafica que se encarga de todo esto,
haciendo que el envio de comandos sé6lo dependa de presionar botones y al recibir
la informacion, esta puede ser compilada. Asi mismo, el programa tiene una seccién
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para poder configurar de forma rapida el sistema, para asi poder calibrar el
movimiento de los motores para que estos lleven al sensor al pozo correcto.

En la Figura 12 tenemos la parte operativa del programa, en esta parte
programaremos los escaneos, asi como mover el sensor y obtener escaneos del
punto donde se esta observando en ese momento.

B Sistema de escaneo — X
— A
Principal  Configuracion
Conexion Serial B i i D
‘ > Casilla:
Calibrar Programar Mmﬂ;:ﬂlo Ejecutar Estado:
Buscar | Conectar
E F
Al (A2 [ A3 (M (A5 | A6 | A7 | A8 | A9 | A0 [A11 | AR
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
Abrir
carpeta
€1 c2 c o} C5 ce c7 cs C9 | |Cl0||C11 | [C12
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10 D1 D12
El E2 E3 E4 = E6 E7 E8 = E10 EN E12
F1 F2 F3 F4 F Fé F7 F8 F3 F10 1 F12
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G0 G11 G2
H1 H2 H3 H4 H5 HE H7 H8 H9 H10 | HN H12

Figura 12 Parte operativa del programa de control

A) Menu del sistema. B) Seleccion de puerto serial. C) Calibracion, seleccién de modo y ejecucion. D) Seccién

informativa de posicion y acciones. E) Seleccion de pozos. F) Informacion de modo “Movimiento libre” y apertura
de carpeta de archivos del modo “Programar”

En la Tabla 2 tenemos todos los botones del area “principal” del programa con su
explicacion.

Tabla 2 Botones de la seccién "Principal”

Botén Ubicacion Uso Implementacion
Buscar Seccion Bdela | Buscara todos los puertos serie | Lineas 98 a 120 del
Figura 12 conectados a la computadora, los | archivo “Form1.cs”
mostrara en la lista que se encuentra | (lalo101097, 2023c)
encima de este botén
Conectar Seccién B de la | Con el puerto serie seleccionado en la caja | Lineas 122 a 181
Figura 12 encima del boton se conectara a él, de ser | del archivo
exitoso se activaran las secciones Cy E de | “Form1.cs”
la Figura 12, y en la Figura 13 Se activaran | (lalo101097, 2023c)
las secciones A, By C
Calibrar Seccion Cdela | Enviara el comando “c” al Arduino y | Lineas 1753 a 1761
Figura 12 mostrara en la seccion Del resultado. del archivo
“Form1.cs”
(lalo101097, 2023c)
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Programar | Seccion C dela | Permite seleccionar los pozos que se | Lineas 183 a 195,
Figura 12 analizaran en una placa, este botén se | las instrucciones
pinta de rojo, demostrando que est4 activo | para el cambio de
y activa el modo de Programa color de los botones
se encuentran de
las lineas 212 a
1746 del archivo
“Form1.cs”
(lalo101097,
2023c).
Movimiento | Seccién C de la | Al presionar el botén correspondiente al | Lineas 197 a 209
libre Figura 12 pozo, el sensor se desplace al pozo | del archivo
indicado, este boton se pinta de rojo, | “Form1.cs”
demostrando que esta activo y activa el | (lalo101097,
modo de Movimiento libre. 2023c).
Ejecutar Seccion C dela | Si se presion6 “Programar” o “Movimiento | Lineas 1764 a 1826
Figura 12 libre”, en el primer caso, el sistema de | del archivo
sensado ird pozo por pozo tomando las | “Form1.cs”
mediciones, repitiendo estas segun el | (lalo101097,
namero de repeticiones programado en el | 2023c).
seccién B de la Figura 13, haciendo un
promedio de todas estas, al final, exportara
los resultados; para el caso del botén
movimiento libre, hara una medicién y lo
mostrara en el cuadro de texto del seccion
F en la Figura 12
Botones de | Seccién E de la | Corresponde a cada pozo de una rejilla de | Lineas 27 a 34 del
pozos Figura 12 96 pozos. Si se activdo “programar” se | archivo “Form1.cs”
marcaran de rojo, si se activé “Movimiento | (lalo101097, 2023c)
libre” el sensor se movera al pozo
correspondiente.
Mostrar Seccion F de la | Abre la carpeta de los resultados. Lineas 1828 a 1831
Carpeta Figura 12 del archivo
“Form1.cs”
(lalo101097,
2023c).

La seccién D de la Figura 12 tenemos la etiqueta casilla, la cual muestra la posicion
actual del sensor, y en la parte de Estado muestra la actividad que esta llevando a
cabo el sistema en ese momento, asi como posibles errores que puedan surgir en
el proceso de sensado. Esta se implementa dentro de cada una de las funciones,

sélo refleja estos cambios.

En la seccidon F de la Figura 12 tenemos el cuadro de texto que se usa para registrar
las mediciones que se hacen en el modo de “Movimiento libre”.
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Los resultados del modo “Programa” se exportan en un archivo CSV, el cual tiene
en sus encabezados los canales que el sensor registra, y a un lado de estos, esta
el pozo del cual se tomaron las mediciones, de esta forma se puede obtener la
informacion de forma simple y a su vez se puede identificar los datos de cada pozo
de forma individual. La implementacion exacta de este se realiza entre las lineas
1813 a 1822 del archivo “Form1l.cs” (lalo101097, 2023c).

En la Figura 13 tenemos el area de “Configuracién” del equipo, en esta parte
ajustaremos la posicion de los pozos para el movimiento correcto del sensor, asi
como ajustar la cantidad de repeticiones que tendra el programa.

a Sistema de escaneo - X

Principal  Corfiguracién

A B C
Columnas 1 0 = [ Gurdar - Encendido
Filas Apagado

Inicio Anterior Accién Siguiente Guardar

Figura 13 Parte de ajustes del programa de control

A) Control de movimiento y guardado de la posicién del sensor en los pozos. B) Control de repeticiones de lectura
del sensor. C) Encendido o apagado de la luz del sensor para calibracion

En la Tabla 3 estan los botones que se usan en la parte de “Configuracién” del
programa, asi como su explicacion.

Tabla 3 Botones de la parte "Configuracion

Botdn Ubicacién Uso Implementacion
Inicio Seccion A de la | Ird ala primera fila y primera columna. Filas 1838 a 1933

Figura 13 del archivo
Anterior | Seccibn A de la | Segun la fila o columna seleccionada, ird | “Form1.cs”

Figura 13 a la anterior. (lalo101097,
Accion Secciébn A de la | Ejecutara la cantidad de pasos en la | 2023c).

Figura 13 casilla Grados, estos se miden desde la

primer fila 0 columna seguin sea el caso.

Siguiente | Seccion A de la | Segun la fila o columna seleccionada, ira

Figura 13 a la siguiente.

41




Guardar | Seccion A de la | Guarda la cantidad de pasos desde la
Figura 13 primer fila o columna en la memoria
permanente.
Guardar | Seccion B de la | Guarda la cantidad de veces que debe | Lineas 1945 a 1951
Figura 13 repetir una lectura por parte del sensor. | del archivo
“Form1.cs”
(lalo101097,
2023c).
Seccion C de la | Envia el comando “I” con un s o n segun | Lineas 1953 a 1967
Figura 13 sea el caso del archivo
‘Form1.cs”
(lalo101097,
2023c).

Sintesis de los puntos cuanticos de sulfuro de plata
La sintesis de QDs consiste en el uso de soluciones de nitrato de plata, sulfuro de
sodio, EDTA y Bromuro de cetiltrimetilamonio a concentraciones de 5 mM.

Para la preparacion de los QDs, se procede de la siguiente manera: se afiaden 40
mL de agua destilada, 40 mL de alcohol etilico, 10 mL de solucién de EDTA y 10
mL de solucion de Bromuro de cetiltrimetilamonio a un vaso de precipitado. La
mezcla se coloca en una plancha caliente con agitacion a una temperatura de 50°C.
Después de 20 minutos o al alcanzar una temperatura de 30°C, la solucién adquiere
un tono rosado, que puede variar desde muy ligero hasta claramente perceptible.
En este punto, se agrega el nitrato de plata y se utiliza un sonotrodo con una
amplitud del 80%, cavitacion al 100%, potencia de 38W y un snap del 1% durante
20 minutos. Es importante asegurarse de que la temperatura de la solucién no
supere los 50°C. El color final debe ser similar al jugo de manzana.

Para la purificacion de los QDs, se centrifugan a 10,000 rpm durante 20 minutos.
Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los QDs en una mezcla de alcohol
etilico y agua destilada en proporcién 1:1, repitiendo este proceso tres veces
mediante agitacion mecanica.

Una vez purificados, los QDs se secan y se muelen en un mortero de agata para
eliminar cualquier aglomeracion que pueda haberse formado, procurando obtener
una consistencia en polvo sin exceder la presién para evitar la formacion de nuevas
aglomeraciones.

En la Figura 14 se muestra un resumen del proceso de sintesis de los QDs.
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Preparar una solucién con
nitrato de plata, sulfuro
de sodio, EDTAy bromuro 10,000 rpm durante 20
de cetiltrimetilamonio a 5 minutos y descartar el

mM. sobrenadante

La solucion final debe
parecerse al jugo de
manzana.

Centrifugar los QDs a

Mantener la temperatura
Mezclar 40 mL de agua destilada, 40 por debajo de 50°C.

mL de alcohol etilico, 10 mL de
solucién de EDTA y 10 mL de solucién
de bromuro de cetiltrimetilamonio en

un vaso de precipitado.

Resuspender los QDs en
una mezcla 1:1 de alcohol
etilico y agua destilada,
repetir tres veces con

Aplicar sonotrodo con agitacion mecanica.

parametros: amplitud

80%, cavitacion 100%,

Calentar la mezcla a 50°C potencia 38W, snap 1%

en una plancha caliente durante 20 minutos. Secar y moler los QDs en
con agitacion. un mortero de dgata para

obtener un polvo sin

aglomeraciones.

Después de 20 minutos o

Agregar nitrato de plata.
al alcanzar 30°C, la

solucidn se vuelve rosada.

Figura 14 Proceso de sintesis de los QDs de Ag.S

Preparaciéon de soluciones de puntos cuanticos

Las soluciones que se usaron para el presente trabajo fueron suspensiones de QDs
en PBS 1x, y de una combinacion de PBS 1x y medio de cultivo en relacion 1:1,
para esto se realizé una solucion madre de 300 uM para cada una de las
suspensiones, se eligié esta concentracién debido a que es demasiado complicado
usar una concentraciéon menor para el volumen de matraz aforado usado, que fue
de 50 mL.

Para lograr la disolucién de los QDs se uso el bafio ultrasénico y se sumergié el
matraz aforado con los QDs y el solvente, en pocos segundos los QDs se
dispersarian en el solvente, en ese momento se retira del bafio y se da una agitacion
manual leve para poder asegurarse que los QDs estan dispersos en el solvente.

Las concentraciones usadas fueron de 10, 15, 20, 25y 30 uM para los QDs en PDS
1x. Para los QDs en PBS y medio de cultivo, se usaron las concentraciones de 30,
40, 50, 60y 70 uM.

En la Figura 15 se muestra un resumen para preparar las soluciones para el analisis.
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Preparar soluciones
madre de QDs en PBS 1x y
en PBS 1x con medio de
cultivo, ambas a 300 puM.

Usar un matraz aforado

Preparar soluciones de
QDs en PBS 1x a
concentraciones de 10,
15, 20, 25 y 30 uM.

Realizar una agitacion
manual leve para

Preparar soluciones de
QDs en PBS y medio de
cultivo a concentraciones
de 30, 40, 50, 60 y 70 uM.

asegurarse de que los QDs
estén bien dispersos en el
solvente.

de 50 mL.

En pocos segundos, los
QDs se dispersaran en el
solvente y se retira del
bafio ultrasonico.

Sumergir el matraz en un
bafio ultrasénico junto
con los QDs y el solvente.

Figura 15 Proceso de preparacion de las soluciones de QDs de Ag,S

Calibracién del equipo

Para la calibracion del equipo se us6é una rejilla de 96 pozos, en los pozos
seleccionados se pusieron 100 pyL de cada solucion de las preparadas, teniendo
tres series distintas de cada una para tener redundancia de los datos.

La rejilla de 96 pozos es colocada en el soporte del sensor y se procede a hacer
una calibracion del sistema de movimiento y se configuraron los pozos a examinar.
La lectura se tomd con 25 repeticiones. Como fuente de luz se utilizaron los focos
AC, estos se encendieron cinco minutos antes de comenzar el muestreo.

Se realizaron mediciones de los QDs de sulfuro de plata previos a las muestras con
medio de cultivo celular, para ello se usaron muestras de soluciones de QDs de
sulfuro de plata disueltos en PBS 1X a concentraciones conocidas de 10, 15, 20, 25
y 30 uM. Para el muestreo se usaron los focos esterilizantes del equipo.

Para la calibracién del equipo y su evaluaciéon de desempefio se hizo uso de
soluciones de QDs de sulfuro de plata a concentracion conocida, en este caso de
30, 40, 50, 60y 70 uM. Para la dilucién se utilizé PBS 1X con medio de cultivo celular
a una proporciéon 1:1. Con estas soluciones se tomaron medidas haciendo uso de
los focos esterilizantes.

Para el andlisis de datos, se tomo el blanco de cada serie y restandolo a su serie
correspondiente. Posteriormente, se graficaron los resultados haciendo uso del
software OriginLab en una grafica de cajas, con el objetivo de tener una
representacion visual de las variaciones estadisticas de los datos.
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En la Figura 16 tenemos un resumen del proceso para el andlisis de las muestras.

Utilizar una rejilla de 96
pozos y preparar tres series
de soluciones de QDs de Ag,S
a concentraciones conocidas

Colocar 100 pL de cada
solucidn en los pozos
seleccionados.

Colocar la rejilla en el
soporte del sensor y
configurar los pozos a
examinar.

Calibrar el equipo utilizando
soluciones de QDs de Ag,S a
concentraciones conocidas
de 30, 40, 50, 60 y 70 uM en
PBS 1X con medio de cultivo
celular a una proporcioén 1:1.

Realizar mediciones de QDs
de Ag,S en soluciones de PBS
1X a concentraciones
conocidas de 10, 15, 20, 25y
30 uM usando focos
esterilizantes.

Tomar lecturas con 25
repeticiones, encendiendo
los focos AC cinco minutos

antes de comenzar el

muestreo.

Restar el blanco de cada
serie a su serie
correspondiente y graficar
los resultados utilizando el
software OriginLab en una
grafica de cajas.

Figura 16 Preparacion y andlisis de las muestras de QDs de Ag,S
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9. Resultados

Camara de irradiacion

Las puertas de la camara ofrecieron un aislamiento completo para la salida de la
radiacion UV por todos los frentes, excepto la union de ambas puertas. Para
solucionar este problema, se afiadié un protector plastico que impide la salida de la
radiacion UV. Este protector se coloco de forma que permitiera el movimiento del
aire para que hubiera un poco de enfriamiento del equipo interno.

El sistema de iluminacién consté de 50 LEDs UV que pueden variar su potencia con
el uso de PWM que fue proporcionado por el Arduino UNO. Estos fueron la fuente
primaria de luz con la capacidad de ser invisibles al sensor colorimétrico. El sistema
secundario de iluminacién consté de conectores estandar de focos de corriente
alterna (CA), gracias a estos se pudo tener un rango mas amplio de iluminacion
usando focos esterilizantes.

Los LEDs tuvieron un gran desempefio, usando el control PWM del Arduino UNO y
la funcion map (Aduino, 2023) se adaptd para que se pudiera aplicar la intensidad
del brillo como un porcentaje y no como un valor de 8 bits.

Los focos esterilizantes fueron de una gran ayuda, ya que estos permitieron tener
una mayor capacidad de excitacion a los QDs, ya que emite en multiples longitudes
de onda, por lo que pudo estimular por completo nuestra muestra, también nos
permite dejar la puerta abierta al uso futuro de otros trabajos con el mismo equipo.

Gracias al uso de los disipadores se aseguré que los LEDs no alcanzaran
temperaturas mas alla de su temperatura ideal y los MOSFET se mantuvieron en
temperaturas operativas ideales.

Ambos tipos de iluminacién contaron con un sistema de temporizador, el cual puede
ser ajustado en la interfaz de control de la cAmara. Este permitié que las muestras
tengan un tiempo bien definido de iluminacibn o mantener encendida la fuente
luminosa de manera indefinida.

El sistema de calibracién de la cama nos permitio tener una precision de, al menos,
0.5 mm en la altura de los LEDs en relacion al piso de la camara de irradiacion. Las
varillas roscadas ACME tuvieron un rendimiento excepcional al eliminar una gran
parte de la friccion, lo que permitié la operacién de los motores sin pérdidas de
pasos.

La parte electronica se condenso6 en una placa estilo "shield” para el Arduino UNO.
De esta manera, se pudo simplificar el disefio y la manufactura de la placa. Esta
lleva soldados todos los componentes en un solo lado, el tamafio de las pistas y su
forma se disefiaron para soportar las exigencias a las que seran sometidas, como
el uso de una pista no aislada en la parte de la alimentacién. Esta fue engrosada
con el uso de soldadura para aumentar su capacidad de conduccion.
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En la Figura 17 se puede observar el diagrama de conexiones de la placa de control
de la camara, en el que se destaca el uso de dos A4988 para controlar
eficientemente los dos motores, y un uUnico IRFZ44 para controlar todos los LEDs.
Para el circuito de control de las luces de CA se utilizé un modulo de relé separado
de esta placa.
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Figura 17 Diagrama de conexién de placa de control de la camara

En la Figura 18 podemos ver el disefio de la PCB que se realizé para el centro de
control de la camara de irradiacion. EI acomodo de los distintos componentes se
realiz6 tomando en cuenta el menor tamafio posible de la placa de cobre utilizada y
la mayor cercania de los componentes para evitar el ruido. Asimismo, se agregé un
plano de tierra para conectar todas las tierras y lograr un aislamiento contra el ruido
mejorado en comparacion con el uso de pistas de tierra. También se incluy6é una
pista descubierta para la alimentacion de 12V que llega al control de LEDs y motores
PaP. Con este tipo de pista, podemos aumentar considerablemente su capacidad
de transporte de energia al recubrirla con una capa gruesa de soldadura, por lo que
no es necesario utilizar un ancho de pista muy grande.
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Figura 18 Disefio de PCB del centro de control de la camara

El sensor colorimétrico se encontr6 mas preciso de lo esperado, ya que este es
capaz de detectar cualquier tipo de variacion en el brillo de la luz que incide en él.
Esto nos presento el inconveniente de que, debido a las variaciones naturales de
una fuente de iluminacion CA, se pudo detectar el ruido causado por estas
variaciones.

En el caso de las fuentes de radiacion UV utilizadas para analisis de fluorescencia
normalmente se usan monocromadores, esto lo podemos ver en los trabajos de
Johnson A. y asociados (Johnson et al., 2007), y de Palsson y Monkman (Palsson
& Monkman, 2002), en ambos trabajos se habla del uso de una fuente de radiacion,
en caso del trabajo de Johnson y asociados, usaron una fuente de mercurio y xenén
para la emision de la radiacion, el uso del monocromador es para poder obtener una
franja de emisién mas estrecha.

Para el caso de Palsson y Monkman hablaron solamente del uso de un fluorémetro
que pueda ser ajustado entre 300 y 600 nm, aunque este trabajo como tal tiene
menos datos que el anterior, igualmente hablan de una fuente de emision y un
monocromador.

El sensor TCS34725 permiti6 el andlisis de las muestras con un rendimiento
excelente, ya que este tipo de sensor es naturalmente inmune a la radiacion UV,
por lo que no tuvo detecciones falsas por la exposicidén a dicha radiacion.
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Para el movimiento del propio equipo, el uso de motores PaP fue la Unica alternativa,
ya que, a excepcion de los servomotores, los demas motores requieren un sistema
de retroalimentacion para poder tener una precision similar, asi que su uso queda
descartado pues no ofrece ventaja alguna, y en el caso del sistema de movimiento
del sensor, otro parametro a tomar en cuenta es el tamafio, y nuevamente, solo los
servomotores tienen un tamafio asi de pequefio; para la decision final se tomo en
cuenta la precision en todo el recorrido de los ejes, y solamente los motores PaP
unipolares mostraron un sistema lo suficientemente sencillo y preciso para su uso
junto con un pequefio tamafio, por lo que se usaron para ello.

Para el movimiento de los motores PaP elegidos se usaron controladores basados
en transistores Darlington de parte del ULN2003, el cual permite controlar facilmente
los motores unipolares. Los motores PaP cuentan con un reductor interno que les
aumenta su torque y precision.

Para guiarse se usaron perfiles redondos de acero de 8 mm y rodamientos lineales
gue permiten un movimiento con muy baja friccion. Debido a que el motor PaP no
tiene capacidad de saber su posicidn, se usan dos sensores de final de carrera para
poder ajustar su posicion al inicio. Para mejorar las capacidades de deslizamiento
se pulieron las guias lineales hasta lograr un acabado espejo, gracias a este
pulimento, también se logo una leve reduccion del diametro en un par de centésimas
de milimetro lo que hizo que el deslizamiento fuera mas suave por si solo, y como
mejora adicional al deslizamiento y evitar la corrosién, se pavonoé en caliente el
metal usando aceite vegetal usado, el cual permitié reducir ain mas la friccion vy,
hasta un par de meses luego, no ha mostrado sefiales de corrosion en las guias.

En la Figura 19 podemos ver el diagrama de conexiones usadas, siendo que es un
circuito mas simple que el del sistema de control de la camara, ya que este sistema
no requiere una interfaz externa pues es controlado por una computadora en su
completo, y la interfaz de conexion la tiene integrada el Arduino NANO.

Arduino y sensores Control de motor PaP
o
27 I} Sv
;iifg T e U2 f L4 SENSOR LUM
AREF 2 com qe . vee € ; 0
o M11 < 1B 1Cc B ) 3
2 VIN M12 <] 28 2C [ <10 SDA <——0
o RESET M13 <f—3i- 38 ac |- s scL <] 0
2] RESET_1 M4 <] 48 4c 10
u - ) To| | L— cezeooud]
20 ﬁ? o ?g ?g 10 gﬁazze-unam
21
22 :i ULN2003A E =
23 g
SDA <=5 A4 @ U3
SCL <]T A5 qf J4
26 ] AB COoM 16
e L 5 M21 <] 1B 1c |2
D7 > M21 M22 <] 28 2C =% O
—=— DoRx D8 > M22 M23 <7 3B ac o
— p1mx D9 5> M23 g2 M24 <}—=—| 4B 4c g e EWNTRADA
M1 <] D2 D10 > M24 - 58 5C |—= 10 A=
M2 < D3 D11/MOSI 0 —=— 6B 6C [—= &
w13 J— D4 DI2MISO [— E 7. 7c 2 paZZe-005LE e oalF
M4 <5 D6 TS| —  66226-002LF ULNZO03A S il
St (= D& +
Z
1 COMIGND |
66226-002LF e it ] }
ARDUINO NANO -

Figura 19 Esquema de conexiones del centro de control del sensor colorimétrico
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Para la parte del disefio PCB se tomd una placa muy pequefia, ya que los
componentes son muy discretos y se puede dar un acomodo muy compacto sin
tener problema alguno con las conexiones, en el caso de este circuito hubo una
conexién a tierra que no esta conectada en la placa, pero esto se hizo ya que la
conexion resultaria muy engorrosa y dicha conexion ya esta conectada de forma
interna dentro del Arduino NANO. Para los componentes se reusaron los que vienen
en las placas de los controladores que se incluyen en cada motor unipolar, de esta
forma la conexion es mas solida.
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Figura 20 disefio de PCB del centro de control del sensor colorimétrico

Software de control

El software de control del sistema de sensado fue un programa para computadoras
basadas en el sistema operativo Windows programado usando C# en la plataforma
de Visual Studio, esto por la gran compatibilidad y estabilidad con dichos sistemas
operativos, asi como la gran gama de herramientas que disponen las librerias
nativas de Visual Studio. Adicional a su compatibilidad y estabilidad esta el bajo
impacto en recursos que los programas simples en C# representan para los
equipos, esto permite su uso en equipos de prestaciones bastante ajustadas

Para la comunicacion entre el programa en C# y el sistema de sensado de Arduino,
se opto por utilizar una conexion serial basada en la interfaz USB. Esta eleccion se
debe a la necesidad de contar con una interfaz de comunicacion simple, efectiva y
altamente confiable. La conexion USB es ampliamente utilizada en dispositivos que
utilizan sistemas operativos Windows, con una trayectoria de varias décadas de uso
y una alta resistencia al ruido electrénico, campos eléctricos y/o magnéticos de baja
intensidad, lo que la convierte en una opcion ideal.
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Ademas, el Arduino NANO cuenta con una entrada y un chip dedicado para la
comunicacion serial a través de USB, lo que facilita la implementacion de la
comunicacion en el sistema de sensado. Adicional, el uso de la conexion serial USB
no interfiere con la comunicacion de otros componentes del sistema.

Una caracteristica que garantiza el correcto funcionamiento del sistema de sensado
es la verificacion de integridad del sistema. Para esta caracteristica, el programa,
mediante un comando serial, le pregunta el estado del equipo al Arduino NANO, y
este responde indicando un todo en orden o un problema; esta instruccion
principalmente pide el estado de conexion del sensor colorimétrico, ya que es el
anico que puede presentar problemas de forma cotidiana. Una vez que esté listo el
programa se desbloquean las areas que se presentan en la Figura 12 y en la Figura
13. En este punto, el sistema requiere un paso mas si se reinicio el Arduino o es el
primer arranque luego de un corte de energia, que es el uso del boton calibrar, el
cual envia un comando serial para que el sensor se mueva a posicion cero haciendo
uso de sensores de finales de carrera.

Los dos modos que el programa ofrecio para obtener las mediciones de las celdas
son dos: programar y movimiento libre. En movimiento libre podemos tomar el dato
de una celda y verlo presentado en un cuadro de texto, de esta forma podemos
analizar una celda especifica. En el modo programar podemos seleccionar una serie
de celdas, las cuales seran analizadas y sus resultados guardados para, al final del
andlisis, estos resultados son exportados a un archivo separado por comas (CSV).
Este archivo tiene una configuracién como el mostrado en la Tabla 4, la cual cuenta
con cuatro columnas, la primer es el nombre de la casilla del cual fue obtenida la
medicion, esto con la finalidad de poder tener una correlacion entre la medicién y el
contenido de la celda. Las siguientes cuatro columnas son los canales que tiene el
sensor, los cuales son rojo, verde, azul y claro. Siendo los primeros un color Unico
obtenido mediante un filtro delante del fototransistor correspondiente, y el tltimo un
fototransistor sin ningun tipo de filtro.

Tabla 4 Ejemplo del archivo exportado

Casilla Rojo Verde Azul Claro
C4 200.9 531.95 614.95 1401.9

El programa tiene la capacidad de suprimir en cierta medida el ruido en las
muestras, esto es especialmente necesario en el caso de los focos esterilizantes,
los cuales tienen una muy baja estabilidad de emision debido a caracteristicas
propias de estas fuentes de luz. Este método es el tomar varias muestras y realizar
un promedio de estas, para que, de esta forma, las variaciones puntuales que hay
entre las muestras sean menores y se obtenga una mejor estabilidad en las
mediciones. De forma empirica se vio cdmo las muestras tenian una mejor
linealidad a mayor cantidad de repeticiones. Se encontré que el limite practico de
repeticiones es de 25, ya que, en una corrida de 18 muestras, el tiempo es superior
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a una hora, y en este tiempo, las muestras comienzan a presentar cierta cantidad
de degradacion, esto con los focos esterilizantes.

Puntos cuanticos de sulfuro de plata

El papel principal de los QDs de sulfuro de plata es el de servir como marcadores
fluorescentes en las muestras, por lo que nuestro principal objetivo es que estos
absorban en el espectro UV y que emitan en el visible.

Para verificar su absorcién se hizo un analisis UV-Vis, este analisis nos dio los
resultados que podemos ver en la Figura 21, donde tenemos un pico de absorbancia
a los 278 nm, indicando que la zona del espectro que mas excita a los QDs se
encuentra en el UV, siendo esta bastante estrecha.
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Figura 21 Grafica de absorbancia de QDs de sulfuro de plata

En el trabajo de Xue J. y colaboradores (Xue et al., 2019), podemos ver que el
analisis UV-Vis que realizaron tiene una similitud casi completa, siendo muy similar
a la proporciéon 1:4 de iones Ag*/S? pese a que en el presente trabajo seria mas
cercano a un 2:1, por lo que podria ser bien una diferencia del tamafio de particula
de los QDs, pues en el trabajo analizado obtuvieron tamafios de aproximadamente
8 nm. En contraste, como se puede ver en la Figura 22, los QDs producidos para el
presente trabajo, los tamafios se encuentran en su mayoria, entre 8 y 16 nm con un
promedio de 12 nm, por lo que en nuestro caso hay mas variacion de tamafos.

Una posible variacion de estas lecturas pueden ser el método de sintesis, ya que
en el caso del trabajo de Xue J. y colaboradores, se usaron iones de plata no
solubles en agua, y la reaccién se dio en un medio aceitoso, caso contrario a nuestro
meétodo que fue en medio acuoso y con nitrato de plata.

En la Figura 22 seccion A se encuentran los resultados que se obtuvieron de una
microscopia TEM a los QDs. Los QDs presentan formas alargadas y redondeadas,
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siendo la primera forma la que presenta los mayores tamafios, la forma redondeada
presenta tamafios inferiores. La distribucion de tamafios es relativamente amplia, lo
gue indica cierta variabilidad en la muestra, esto se puede observar en el histograma
de tamafos de particula de la seccion B, el cual confirma esta distribucion,
mostrando un pico entre los 10 y 12 nm y un segundo pico mas pequefio alrededor
de los 12 a 14 nm. En resumen, la muestra de QDs es heterogénea en términos de
tamafos de particulas, con una presencia significativa de particulas de alrededor de
12 nm.

Frecuencia

o i S
100 nm 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 M
100 nm_ ol

Figura 22 Tamafio de particula e imagen TEM

A) Vista de los QDs por TEM. B) Histograma de tamafios de particula en los QDs.

En el caso de la emision de dichos QDs se verificoO que fuera en el rango visible,
resultando una emision en el verde, el cual es un color que se puede alcanzar para
las NP de Ag:S, se verificd visualmente el que hubiera un cambio, cosa que se
demuestra en la Figura 23, donde la parte A muestra a la muestra de QDs de Ag2S
bajo una luz blanca normal, mostrando su color café, y en la parte B se expone a la
muestra a la luz UV, mostrando su brillo verde azulado. Este brillo se corresponde
al comportamiento que tienen los QDs, en el cual, a mayor diametro, mas larga es
la longitud de onda emitida.

Figura 23 Muestras de QDs de sulfuro de plata

A) Muestra en luz blanca. B) Muestra expuesta a luz UV de los focos esterilizadores
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Para la caracterizacion de la emision se usé el mismo sensor colorimétrico del
presente trabajo, en la Tabla 5 podemos ver un ejemplo de una muestra de QDs de
sulfuro de plata expuestos a la luz UV y restando el blanco de la muestra para poder

obtener solo la emision de los QDs.

Tabla 5 Ejemplo de lectura con blanco de referencia

Canal Rojo

Verde

Azul

Claro

Cuentas 33.25

82.9

81.35

219.35
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Figura 24 Pruebas preliminares QDs sulfuro de plata en PBS 1X

A) Canal rojo del sensor colorimétrico. B) Canal verde del sensor colorimétrico. C) Canal Azul del sensor colorimétrico. D)
Canal Claro del sensor colorimétrico.

Lo primero que se realizé en el trabajo fue comprobar la capacidad del equipo para
poder discernir la concentracién de QDs en una muestra, para €so Se puso una
solucion de QDs unicamente con PBS 1X, esto ya que es un material claro que no
tiene fluorescencia en UV de forma apreciable, estos datos se pueden ver en la
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Figura 24, cabe destacar que de estos datos sélo se tomaron tres muestras, ya que
no se

La caracteristica principal que nos interesaba en estas pruebas fue el tener un
coeficiente de correlacion aceptable, esto por el hecho de que, en ultima instancia,
gueremos detectar la concentracion de los QDs a partir de la intensidad de la
luminosidad de la muestra. Cuya base est4 demostrada en el trabajo de Wang Sy
colaboradores (Wang et al., 2021), en el cual se hizo una mezcla de QDs de sulfuro
de plomo con pegamento UV, estos QDs tienen su emision en el IR, en el trabajo
se puede observar que, a mayor concentracion de QDs en la mezcla con pegamento
UV, mayor es la fotoluminiscencia que se presenta en dicha muestra.

En la parte del coeficiente de relacidn tenemos uno bastante bueno para ser una
prueba preliminar de bajo rigor, siendo el mas bajo de los cuatro canales un 0.9654,
pese a ser bajo en general nos indica que realmente esta detectando la
concentracion que se encuentra en las muestras preliminares, especialmente en los
canales claro y azul presentaron los mejores coeficientes de relacion de todos,
mientras que rojo y verde los mas bajos. Estas diferencias podrian ser algun tipo de
ruido, ya que las pruebas se hicieron con baja rigurosidad bien podria ser alguna
gota mal puesta en la tapa de la rejilla de 96 pozos.
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Figura 25 Curvas de calibracion QDs de sulfuro de plata en PBS 1X y medio de cultivo celular

A) Canal rojo del sensor colorimétrico. B) Canal verde del sensor colorimétrico. C) Canal Azul del sensor colorimétrico. D)
Canal Claro del sensor colorimétrico.
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Una vez que obtenidos los datos preliminares que apuntaban a que el equipo podria
detectar de forma fiable la concentracion de los QDs a partir de su brillo, se procedio
a usar una solucién diferente para el analisis, de PBS 1X y medio de cultivo celular
a partes iguales, esta combinacion tiene un desafio por si solo, ya que este si tiene
una fluorescencia por si mismo, por lo que es una fuente de ruido para las
mediciones. El fin de este analisis es reproducir el ambiente donde se espera tener
las muestras de tejido canceroso y donde estas estaran expuestas a QDs
funcionalizados.

Pese a que este brillo deberia ser un problema, el equipo fue capaz de eliminarlo
en su mayor parte, esto lo podemos ver en Figura 25, la cual nos muestra que el
efecto de este ruido fue bastante pequefio pese a ser facilmente detectable por el
sensor la fluorescencia de la solucién.

Este bajo ruido fue principalmente visto en el coeficiente de correlacion, que es lo
gque podemos comparar con los datos preliminares, los cuales mostraban un
impacto muy grande del ruido. En cambio, los datos obtenidos del andlisis posterior
muestran un impacto del ruido muy bajo, esto es directamente por el nUmero de
datos, ya que en este se usaron alrededor de 10 muestras para cada punto. El
propio coeficiente de correlaciéon no fue interior a 0.97 en cualquier canal; cabe
destacar que el canal verde, tiene un coeficiente de relacién un poco mas bajo, esto
podria ser un efecto de una fosforescencia, pues justo el canal que representa de
manera mayoritaria la sefal proveniente de los QDs usados es el que presenta
mayor cantidad de ruido.

Hay estudios que se han hecho de fluorescencia de QDs, en el trabajo de He y. y
colaboradores (Y. He et al., 2008) se habla de una fosforescencia muy rapida de 2
ms en QDs de sulfuro de zinc dopados con manganeso, de ser una fosforescencia
de una velocidad similar en las muestras examinadas, explicaria el ruido que se
encuentra en el canal, ya que el sensor se mantiene examinando por varios
milisegundos, por lo que serian facilmente detectables estas emisiones.

En el trabajo de Patir K. y colaboradores (Patir & Gogoi, 2018) nos habla de QDs de
nitruro de carbén, los cuales presentan varias emisiones de fosforescencia con un
promedio de 532 ms, esta multiple emisién s6lo aumentaria el ruido, por lo que
podria ser una posible explicacion del mismo.

El mayor indice de correlacion que se encontro, y el que apuntaria a que los puntos
cuanticos tienen una emisiéon de fosforescencia en el verde es el canal rojo, que es
el que tiene el indice de correlacion mas alto y que es el que estd en menos
presencia en la emision de los QDs.

La dispersion fue mejor, en este caso, debido a la mayor cantidad de datos, se
pudieron formar perfectamente las cajas y los bigotes, siendo estos ultimos bastante
pequefios en todos los puntos, indicando que una mayoria de las muestras estan
dentro de los cuartiles dos y tres, que, a su vez, presentan su mediana casi en el
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mismo punto que el promedio, por lo que su dispersion es homogénea por arriba y
por debajo del promedio. El hecho de que la mayoria de los datos se encuentren
alrededor del promedio indicé que este equipo, con algunas pruebas y promediando
los resultados, nos daria un resultado muy confiable de la concentracion presente
en la muestra analizada.

Algo a destacar es la concentracion de 70 pM, la cual tuvo una dispersion mayor
que las demas, esto podria deberse a algun problema con la solucion, ya que en
sucesivas pruebas se observo que la mezcla de PBS 1X y medio de cultivo celular
tiene una vida muy corta, ya que alrededor de las cinco horas comienza a presentar
diferencias significativas, muy posiblemente por la accién bacteriana.

La mayor diferencia que se tuvieron entre datos preliminares y los datos del analisis
con medio de cultivo es la cantidad de datos, esta cantidad nos permitio tener una
dispersiéon mas baja, un mejor indice de correlacion y una mayor seguridad en el
comportamiento de los datos, siendo estos de una dispersion muy homogénea
alrededor de la mediana y el promedio.
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10. Conclusiones

El disefio de la caja resulté satisfactorio, permitiendo un control preciso de la
distancia entre la fuente de radiacién y la muestra. No obstante, en la practica, esta
precision no resultd significativa y gener6 un ligero aumento del ruido al acercarse
demasiado. El control de la intensidad de los LEDs fue altamente preciso, a pesar
de algunas pequefias discrepancias al convertir la escala numérica de 8 bits a una
escala porcentual. El control de la fuente de radiacion fue sobresaliente,
posibilitando un analisis exhaustivo de las muestras.

El sistema de movimiento exhibié una precision excelente, con solo un par de pasos
de error que equivalen a fracciones de milimetros. Para su funcionamiento 6ptimo,
se desarrolld6 un programa informatico adicional, lo cual resulté altamente
beneficioso a pesar de no estar en los planes iniciales.

La estandarizacion se centr6 en determinar la mejor fuente de radiacion, y dado que
los focos demostraron ser los mas eficaces, no se requirié evaluar diferentes
intensidades. A pesar de las limitaciones de tiempo que permitieron pruebas solo
en dos medios que son PBS 1X y PBS 1X con medio de cultivo celular en
concentracion 1:1, el equipo demostrd su versatilidad para trabajar con diversos
medios de dispersién al utilizar un blanco en cada serie para reducir el ruido.

En resumen, es factible construir un sistema automatizado para determinar la
concentracion de QDs en una muestra. Aunque no se pudo probar en muestras de
tejido debido a restricciones temporales y de disponibilidad, los ensayos simulados
para obtener la curva de calibracién validaron la capacidad del sistema para cumplir
su propdsito. En consecuencia, se puede concluir que el sistema es plenamente
capaz de evaluar la presencia y concentracion de tejido canceroso en una muestra
de cultivo celular.
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11. Proyecciones a futuro
Camara

e Agregar un sistema de ventilacion al exterior aislado de la radiacion UV.
e Mejorar el control CA con un relevador de estado solido.

e Disefiar y montar una caja para la electronica.

e Mejorar el sensor de altura maxima.

Sistema de movimiento y sensor

e Aplicar un revestimiento anti UV al plastico.
e Mejorar conexiones con el sensor para evitar posibles desconexiones.
e Utilizar filtros de colores complementarios a los del sensor.

Programa informatico

e Mejorar el sistema de guardado para evitar pérdida de informacién.

e Agregar sistemas de respaldo para evitar terminaciones indebidas del
programa.

e Evitar que haya un bloqueo del programa mientras se utiliza.

¢ Mejorar el sistema de avisos de actividad del equipo.

e Buscar otro tamafio de QDs que presente fluorescencia con los LEDs.
e Funcionalizar los QDs para aplicaciones futuras.
e Probar otros tipos de QDs para ver su viabilidad de muestro.
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