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Resumen

El principal objetivo de este Trabajo Fin de Grado es la validacion de la Tomografia de
Coherencia Optica (Optical Coherence Tomography, OCT) para caracterizar y diferenciar tejido
tumoral de melanoma, asi como evaluar los efectos de un tratamiento de hipertermia magnética

(MH) con nanoparticulas en su microentorno tumoral.

Para el estudio deben conocerse las propiedades Opticas de propagacién de la luz al interactuar
con tejido biolégico, asi como los requisitos de propagacién del modelo utilizado, Beer-Lambert.
Una vez comprendidas las bases tedricas, es necesario familiarizarse con el sistema de medida
OCT y con el proceso de captura de la intensidad de radiacién procedente de las muestras. El
posterior procesamiento de los datos incluye la evaluacién del coeficiente de atenuacion y; y del
pardmetro A, obtenidos tras la aplicacion de técnicas de ajuste, para establecer métricas precisas

sobre la propagacion y absorcién de la luz.

En este trabajo se analiza la propagacién y absorcion de la luz en distintos tipos de tumores con
nanoparticulas magnéticas, comparando los resultados obtenidos en funcién de u; y A, con el fin
de extraer conclusiones sobre la influencia de las nanoparticulas y del tratamiento de hipertermia
magnética. Ademds, se realiza un andlisis bibliogréfico de estudios previos con tejidos tumorales

y tratamientos similares, para contextualizar y validar los resultados obtenidos.

La conclusidn principal de este estudio es que tanto la atenuacién de la luz como los valores
de A dependen ligeramente del tipo de nanoparticulas presentes en el tejido y de la aplicacién de
hipertermia magnética, lo que permitiria establecer criterios para la clasificacion y diferenciacién

de tumores seglin su composicion y su respuesta al tratamiento.
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Abstract

The main aim of this Bachelor’s Thesis is to validate Optical Coherence Tomography (OCT) as a
technique for identifying and characterizing melanoma tumor tissue, as well as evaluating the effects

of magnetic hyperthermia (MH) treatment with nanoparticles on the tumor microenvironment.

To accomplish this, it is essential to investigate the optical propagation characteristics of light
when interacting with biological tissue, along with the propagation requirements of the Beer-
Lambert model applied. Once the theoretical foundations are established, familiarity with the OCT
measurement system and the methodology for capturing radiation intensity from the samples is
required. Subsequent data processing involves estimating the attenuation coefficient u, and the
parameter A through fitting procedures, in order to obtain accurate metrics of light propagation

and absorption.

In this project, the propagation and absorption of light in various types of tumors containing
magnetic nanoparticles are analyzed, comparing the results in terms of u, and A to draw conclusions
about the influence of nanoparticles and the magnetic hyperthermia treatment. Moreover, a literature
review of previous studies involving tumor tissues and analogous therapeutic methods was carried

out to provide context and support the validation of the findings.

The main conclusion of this study is that both light attenuation and A values are slightly depen-
dent on the type of nanoparticles present in the tissue and the application of magnetic hyperthermia,
allowing for the establishment of criteria to classify and differentiate tumors according to their

composition and treatment response.
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Capitulo 1

Introduccion y Motivacion del Trabajo

El melanoma metastasico constituye una de las formas mds agresivas de cancer de piel, carac-
terizado por su elevada capacidad de diseminacidn y la resistencia frente a terapias convencionales
[1]. Segin GLOBOCAN 2022, ocupa el puesto 22 en mortalidad por cidncer a nivel mundial,
con 58.667 muertes registradas ese afo [2]. Aunque la cirugia es eficaz en fases localizadas, la
mayoria de los pacientes con melanoma metastdsico requieren terapias sistémicas, cuya eficacia se

ve limitada por toxicidades y resistencias intrinsecas del tumor.

El desarrollo del melanoma metastasico puede estar influido por diversos factores, entre los que
destacan los antecedentes familiares de melanoma, haber padecido previamente esta enfermedad

y la exposicion a radiacion ultravioleta, ya sea de origen natural o artificial [3].

Las técnicas convencionales para el diagndstico incluyen principalmente biopsias y estudios
histopatoldgicos. En cuanto a técnicas de imagen, se utilizan con frecuencia rayos X, resonancia
magnética y tomografia computarizada. Aunque efectivas, estas técnicas requieren tiempos pro-
longados y personal especializado para su ejecucién. Ademds, varias implican el uso de radiacién

ionizante o agentes de contraste, lo que representa un riesgo adicional para el paciente [4].

1.1 Microambiente tumoral en melanoma

El desarrollo y progresion del melanoma metastasico, al igual que en otros tipos de cancer,
estd profundamente influenciado por el microambiente tumoral, en inglés TME (TME, Tumor
Micro-Environment). El TME (Fig. 1.1) constituye un sistema altamente complejo formado por
células tumorales, células inmunes infiltrantes, fibroblastos asociados al cédncer, en inglés CAFs
(CAFs, Cancer-Associated Fibroblasts), células endoteliales, células lipidicas, matriz extracelular,
en inglés ECM (ECM, Extra-Cellular Matrix) y multiples moléculas de sefializacion [5]. Esta red
celular no solo sostiene el crecimiento tumoral, sino que también induce inmunosupresion, pro-
mueve metastasis, favorece la resistencia a fairmacos y condiciona la respuesta a terapias dirigidas,

lo que representa una de las principales causas del fracaso terapéutico en céncer.
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Figura 1.1: Microambiente tumoral en melanoma.

Aunque la arquitectura bdsica del TME se conserva entre diferentes tumores, el melanoma
metastdsico presenta particularidades relevantes, como ECM rigida, vasculatura tumoral anémala,
alta presion intersticial y baja infiltracion de células CAR-T, condiciones que dificultan la penetra-
cién y eficacia de los tratamientos [6]. Las células CAR-T son linfocitos T del paciente modificados
genéticamente en inmunoterapia para portar receptores artificiales capaces de reconocer y unirse

a antigenos especificos de células tumorales, lo que les permite destruirlas selectivamente [7].
1.1.1 Fibroblastos asociados al cancer (CAFs)

En el MET del melanoma, CAFs son clave por su plasticidad y heterogeneidad. Pueden
favorecer el crecimiento tumoral mediante interacciones con las células cancerosas, remodelacién
de la matriz extracelular y modulacién inmune. Se han identificado subtipos como myCAF, iCAF y
ApCAF, cada uno con funciones distintas, lo que hace esencial su estudio para desarrollar terapias

que bloqueen o modulen los CAFs [8].
1.1.2 Influencia de los CAFs en la resistencia terapéutica del melanoma

Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tratamiento que potencia la capacidad del sistema inmunitario para
reconocer y destruir células cancerosas. Incluye estrategias como inhibidores de puntos de control
inmunitario, células T modificadas, anticuerpos monoclonales y vacunas terapéuticas, con el

objetivo de mejorar la respuesta frente al tumor y limitar su crecimiento [9].

Los CAFs contribuyen a la resistencia a la inmunoterapia al bloquear la actividad de los
linfocitos T, aumentar la poblacién de células T reguladoras (Tregs), expresar puntos de control in-
munitario como PD-L1, PD-L2 y CTLA-4, y remodelar la matriz extracelular. Ademds, modifican
el metabolismo del MET, creando un entorno desfavorable que dificulta la infiltracién y el fun-
cionamiento de las células T efectoras (linfocitos T que reconocen y destruyen células tumorales)
[10].
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Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento con farmacos disefiado para destruir, reducir o frenar el
crecimiento de los tumores [9].

Los CAF favorecen la quimiorresistencia al inducir la transicién epitelio-mesenquimal, en
inglés EMT (EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition), un proceso mediante el cual las células
tumorales pierden sus caracteristicas epiteliales y se vuelven mas moviles, invasivas y resistentes.
Ademds, adquieren caracteristicas de células madre, lo que les permite regenerarse y sobrevivir
mejor frente a los farmacos.

Asimismo, los CAF remodelan la ECM, dificultando la penetracién de los medicamentos;
alteran el metabolismo celular, inhiben la apoptosis (muerte celular) y modulan la respuesta inmune.
También pueden transferir moléculas protectoras mediante exosomas, reforzando la supervivencia

del tumor frente a la quimioterapia [10].

Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento que utiliza radiacién ionizante para dafiar el ADN de las
células tumorales e inducir su muerte [9]. Sin embargo, los CAFs pueden disminuir la efectividad
de este tratamiento mediante varias estrategias.

Estudios in vitro y in vivo han demostrado que, tras la radiacion, los CAF secretan mayores
cantidades de factor de crecimiento hepdtico, en inglés HGF (HGF, Hepatocyte Growth Factor),
una proteina que estimula la proliferacién, migracion y supervivencia de las células. Esta molécula
activa su receptor c-Met en las células tumorales, lo que favorece su proliferacion y metéstasis.
Ademds, se observa un aumento en la secrecién de CXCL12 (quimiocina homeostdtica), que
estimula la migracidn, invasién y resistencia a farmacos de las células cancerosas, fenémeno
relacionado con EMT [10].

Terapias combinadas con nanoparticulas

A pesar de los avances en tratamientos convencionales como la quimioterapia, la inmunoterapia
y la radioterapia, estos presentan importantes efectos secundarios y la tasa de supervivencia en
casos de melanoma metastdsico continda siendo baja. Como alternativa, las terapias basadas en
nanoparticulas han despertado gran interés, ya que mejoran la precision del tratamiento y reducen

la toxicidad sistémica.

En este contexto destacan las nanoparticulas magnéticas, en inglés MNPs (MNPs, Magne-
tic Nano-Farticles), particulas a escala nanométrica con un niicleo magnético que encuentran
aplicaciones en diagnéstico y terapia, actuando como agentes de contraste en diferentes técnicas
de imagen y como sistemas de transporte de formacos dirigibles mediante campos magnéticos.
Ademds, bajo la accién de un campo magnético alterno, las MNPs permiten generar hipertermia
magnética capaz de inducir apoptosis en células tumorales. Ademads, su funcionalizacién con farma-

cos, péptidos, radionticlidos o polimeros les confiere propiedades multifuncionales que posibilitan
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enfoques diagndstico-terapéuticos de gran eficacia [11].

En este proyecto se emplearon nanoparticulas de carburo de hierro (FesC) funcionalizadas
con péptidos dirigidos al receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, en inglés (VEGF,
Vascular Endothelial Growth Factor), aprovechando tanto su nicleo magnético como su cubierta
grafitica, la cual protege al hierro de la oxidacién y reduce la toxicidad en condiciones fisiol6gi-
cas. Estas nanoparticulas no solo pueden generar hipertermia magnética en presencia de campos
alternos, sino también calor bajo irradiacién en el infrarrojo cercano (terapia fototérmica), lo
que facilita la modificacién controlada del microambiente tumoral. La hipertermia magnética con
nanoparticulas busca destruir el coldgeno que encapsula los tumores sélidos, permitiendo asi la
infiltracién de células CAR-T y, en conjunto, incrementando la eficacia de terapias combinadas
frente al melanoma [6]. En imdgenes Opticas, el coldgeno denso aumenta la dispersion de la luz,

elevando el coeficiente de atenuacion.

1.2 Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es verificar la validez de la Tomografia de Coherencia
Optica (OCT, Optical Coherence Tomography) para la caracterizacién y diferenciacién de las
propiedades Opticas en muestras sometidas a diferentes terapias basadas en nanoparticulas y en
hipertermia magnética. Esta técnica permite obtener imdgenes en tiempo real con alta resolucién
y penetracion de hasta 3 mm, en 2D o 3D, sin necesidad de cortes ni tratamientos previos sobre el
tejido.

Con OCT se pretende evaluar de forma no invasiva las variaciones en el coeficiente de ate-
nuacioén, asociadas a los cambios estructurales y morfolégicos inducidos por la presencia de
nanoparticulas y por el tratamiento térmico controlado, lo que posibilita analizar la eficacia y el
impacto de cada terapia sobre el tejido estudiado. La OCT es una técnica de imagen no invasiva que
mide coémo se atenia la luz a medida que atraviesa el tejido. El coeficiente de atenuacién Optica, en
inglés OAC (OAC, Optical Attenuation Coefficient) cuantifica esta pérdida debida a la dispersién
y la absorcion, las cuales estan fuertemente influenciadas por el contenido y la estructura del cola-
geno. La OCT presenta numerosas ventajas, entre ellas la rapidez en la obtencion de imdgenes y la
posibilidad de realizar anélisis en tiempo real, lo que la convierte en una herramienta eficiente para
el seguimiento de terapias. Aunque se emplea principalmente en oftalmologia y dermatologia, su
aplicacién en el seguimiento de terapias contra el cancer es limitada, por lo que se plantea su uso
en modelos animales para observar la estructura completa del tejido y obtener informacién sobre

el comportamiento celular durante el tratamiento.
Para cumplir con este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos parciales:

= Analizar cémo interactia la luz con distintos tipos de tejidos tratados con nanoparticulas y

expuestos (0 no) a técnicas de hipertermia magnética.

= Aprender a realizar medidas de intensidad Optica con un sistema OCT y comprender su

interpretacion.
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= Manejar y analizar cubos de datos tridimensionales utilizando Python.

= Aplicar técnicas de procesamiento de sefial e imagen sobre los datos obtenidos con el equipo
OCT.

= Determinar los coeficientes de atenuacion en diferentes regiones de tejido tumoral de mela-

noma mediante modelos de propagacién de luz, como el modelo de Beer-Lambert.

» Comparar los resultados obtenidos con referencias bibliograficas para verificar y validar la

metodologia empleada.

1.3 Estructura del Trabajo

En este documento se presentan los conocimientos fundamentales necesarios para comprender

este trabajo, organizado en cinco capitulos, cada uno subdividido en secciones especificas:

= Capitulo 2: Fundamentos Teodricos. Se abordan las bases tedricas relacionadas con la
interaccion luz-tejido y las propiedades Spticas que sustentan el funcionamiento de la OCT.

Ademds, se presentan los modelos de propagacion de la luz aplicados a tejidos bioldgicos.

= Capitulo 3: Materiales y Métodos. Se describe el equipamiento experimental utilizado y
el manejo de las muestras bioldgicas. Ademds, se explica el procedimiento seguido desde
la adquisicion de los datos mediante OCT hasta su procesamiento, incluyendo filtrado,

segmentacion y generacion de mapas de atenuacion.

= Capitulo 4: Andlisis de Resultados. En este capitulo se presentan y discuten los resulta-
dos obtenidos en diferentes condiciones de tratamiento del tejido, compardndolos con los

modelos tedricos de propagacion de la luz.

= Capitulo 5: Conclusiones y Lineas Futuras. Se resumen los hallazgos mads relevantes
y se plantean posibles lineas de investigacion futura, orientadas a optimizar la evaluacion
no invasiva de terapias innovadoras mediante OCT y su potencial aplicacién en estudios

preclinicos.






Capitulo 2

Fundamentos Teoricos

En este capitulo se explican los fenémenos 6pticos que se han estudiado a lo largo del trabajo.
Ademés, se presentan los conceptos tedricos en los que se basa la OCT, su funcionamiento, los

diferentes tipos que existen y cémo se comporta la luz al propagarse por distintos materiales.

2.1 Fen6menos opticos en la interaccion luz-materia

Entre las caracteristicas que definen y permiten clasificar los comportamientos 6pticos, en este
trabajo se describirdn aquellas que permiten entender las distintas formas en que la luz puede

interactuar con un medio material o biolégico.

2.1.1 Refraccion

La refraccion es el fendmeno que ocurre cuando una onda cambia de direccion al pasar de un
material a otro. Esto sucede tnicamente si la onda incide con un dngulo distinto de cero respecto
a la normal de la superficie y si los dos materiales tienen diferentes indices de refraccién. Este
cambio de direccion se debe a que la velocidad de propagacién de la onda varia en cada medio. El
indice de refraccién, n (ec. 2.1), es una medida que indica en cudnto se reduce la velocidad de la

onda al propagarse en un medio determinado respecto a la velocidad de la luz en el vacio c.

n=- 2.1
v

La relacion entre los dngulos de incidencia y refraccion (ec. 2.2), y los indices de refraccién

de ambos medios se conoce como Ley de Snell (Fig. 2.1).

ni sin(Hl) =ny sin(92) (2.2)

Siendo nj y ny los indices de refraccion de los medios, y 81 y 6> los dngulos de incidencia y

refraccion, respectivamente [12].



8 CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

Rayo refractado

I
|
:Linea normal
Rayo incidente |
|
|
| n1
|
/e?:
Superficie |
T
|
|
|ez
—
|
|
n |
|
|
|
|
|
|
|
|

Figura 2.1: Cambio de direccién de un rayo de luz al pasar por la superficie que separa dos medios
distintos, debido a la diferencia en sus indices de refraccién. Imagen obtenida de [13].

2.1.2 Reflexion

La reflexion de la luz ocurre cuando las ondas inciden sobre una superficie o interfaz que no
absorbe su energia, provocando que dichas ondas se desvien y regresen al medio original. La luz
incidente que llega a una superficie se refleja con un dngulo igual al de incidencia, medido respecto
al vector normal a la superficie, formando la llamada onda reflejada [14].

Sila superficie del material presenta irregularidades, es posible diferenciar dos tipos de reflexion
de la luz. La reflexién especular (Fig. 2.2 A) se produce cuando las irregularidades del medio son
pequefias en comparacién con la longitud de onda de la luz incidente. La reflexién difusa (Fig. 2.2
B) se produce cuando las irregularidades del medio son de un orden de magnitud comparable al

tamaiio de la longitud de la onda de la luz incidente [15].

A W\

Figura 2.2: Tipos de reflexion: (A) reflexion especular, en la que los rayos reflejados mantienen su
paralelismo tras incidir sobre la superficie; (B) reflexién difusa, donde los rayos se dispersan en
multiples direcciones al interactuar con una superficie irregular. Imagen obtenida de [15].
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2.1.3 Absorcion

La absorcién de la luz ocurre cuando un material capta la energia de la radiacion incidente y
la transforma en otro tipo de energia, generalmente térmica. Esto sucede cuando la frecuencia de
la luz coincide con la frecuencia a la que vibran los electrones del material. Como cada sustancia
responde a diferentes frecuencias, se absorben distintas longitudes de onda, lo que explica, entre
otros fendmenos la variedad de colores que percibimos en los objetos [16].

La capacidad de absorcién de un material se puede expresar en funcién de la seccién eficaz de

absorcion, o, y de la concentracién de elementos absorbentes presentes en el material, p [17]:

Ha =p - 0q (2.3)

2.1.4 Esparcimiento

El esparcimiento o scattering es un fenémeno por el cual la luz cambia de direccién al atravesar
un medio turbio. Este proceso se describe principalmente mediante las teorias de Rayleigh y Mie
(Fig. 2.3). La primera explica el esparcimiento cuando las particulas son mucho mds pequenas
que la longitud de onda, actuando como pequefios dipolos, mientras que la segunda ofrece una
descripcidn rigurosa para particulas esféricas, incluyendo estructuras multicapa o con variaciones
internas. En tejidos bioldgicos, que presentan gran heterogeneidad estructural, ocurren multiples
tipos de scattering. La eficiencia con la que un material dispersa la luz se mide mediante el
coeficiente de scattering (i), que refleja la caida exponencial de la intensidad luminosa con la

distancia. En presencia de absorcion, se usa el coeficiente de atenuacion total y, (ec. 2.4) [18].

He = Mg + Us 2.4)

donde u, es el coeficiente de absorcion.

a) b)

Direccion de Direccién de
incidencia incidencia

Figura 2.3: Tipos de scattering: (a) Rayleigh , (b) Mie. Imagen obtenida de [18].

2.2 Propiedades 6pticas de la OCT

La OCT se fundamenta en el uso de inferometria de baja coherencia, técnica que permite obtener
imdgenes seccionales de alta resolucién. Mediante la interferencia entre un haz de referencia y otro
retrodispersado por el tejido, se generan patrones que dependen del desfase Optico entre ambos.

Esta propiedad, combinada con el uso de luz con baja longitud de coherencia, permite discriminar
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estructuras internas con precisiéon micrométrica [19]. A continuacion, se introducen los conceptos
de coherencia e interferometria, esenciales para comprender el principio fisico en el que se basa

esta técnica.

2.2.1 Coherencia

La coherencia es una propiedad de la luz que hace referencia a la existencia de una relacién de
fase constante entre las ondas que la componen. Cuando dicha relacién se mantiene estable en el
tiempo, se dice que laluz es coherente (Fig. 2.4 C). En caso contrario, si la fase varia aleatoriamtente,
se considera incoherente (Fig. 2.4 A). Sélo la radiacion coherente, como la emitida por un l4ser, es
capaz de generar patrones de interferencia, ya que todos los componentes del haz presentan fases

correladas [20].

spatially
incoherent coherent coherent

i
Z

pinhole Wavelength
aperture filter

Figura 2.4: Coherencia de una onda: (A) incoherente; (B) coherencia espacial; (C) coherente.
Imagen obtenida de [21].

Existen dos tipos de coherencia: la coherencia temporal y la coherencia espacial. La coherencia
temporal se refiere a la capacidad de una onda luminosa de mantener una fase constante a lo largo
del tiempo en un mismo punto del espacio. Esta propiedad estd directamente relacionada con la
monocromaticidad (longitud de onda tnica) de la fuente de luz [22]. La coherencia espacial se
refiere a la constancia de la fase entre distintos puntos del espacio. Una fuente tiene alta coherencia
espacial cuando su frente de onda mantiene una fase constante. Esto permite enfocar la luz en un

unico punto o hacer que se propague en un haz paralelo [22].

2.2.2 Interferometria

La interferometria es una técnica que se basa en el fenémeno de la interferencia, producido al
superponer y combinar dos haces de luz en un mismo punto del espacio [23]. La interferencia puede
ser constructiva (Fig. 2.5 B), cuando las ondas estdn en fase y sus amplitudes se suman, generando
una mayor intensidad; o destructiva (Fig. 2.5 A), cuando estdn desfasadas y sus amplitudes se

cancelan, reduciendo o anulando la sefial resultante [24].
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A) INTERFERENCIA B)
Destructiva Constructiva
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Figura 2.5: Tipos de interferencia: (A) constructiva, donde las ondas se combinan en fase, au-
mentando su amplitud; (B) destructiva, donde se superponen en oposicioén de fase, provocando
atenuacion o cancelacién. Imagen obtenida de [25].
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El interferometro es el intrumento que utiliza la interferencia entre dos haces de luz, permi-
tiendo detectar diferencias muy pequefias. Existen diferentes tipos de interferémetros, como los
de Twyman-Green y Fizeau, que se clasifican segtn si dividen el frente de onda o la amplitud
del haz. Todos emplean trayectorias Opticas distintas que se combinan para formar un patrén de

interferencia, mejorando la resolucién angular, aunque con menor captacion de luz [23].

El interferémetro de Michelson (Fig. 2.6) divide un haz de luz en dos caminos mediante
un espejo semitrasparente. Cada haz viaja hasta un espejo (uno fijo, otro mévil) y luego se
recombinan. Al interferir, generan franjas que varian segin la diferencia de trayectorias recorridas.
Si esta diferencia es un multiplo de la longitud de onda, la interferencia es constructiva. El sistema
permite medir desplazamientos extremadamente pequefios observando el desplazamiento de las
franjas de interferencia. Una ldmina compensadora asegura que ambos haces recorran el mismo

grosor de vidrio [26].
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Figura 2.6: Interferémetro de Michelson: (a) interferémetro, la fuente de luz extendida es una
lamina de vidrio esmerilado que difunde la luz de un laser; (b) vista plana del interferémetro.
Imagen obtenida de [26]

2.3 Tomografia de Coherencia Optica (OCT)

La Tomograffa de Coherencia Optica es una técnica de imagen no invasiva que produce
imdgenes transversales de tejido con alta resolucidn. Permite obtener imdgenes en tiempo real
gracias a su alta velocidad de escaneo y procesamiento [27]. Funciona mediante interferometria
de baja coherencia con luz infrarroja. Cada tejido refleja la luz de forma distinta, lo que permite
generar imagenes codificadas segin su diferencia de indices de refracciéon. En OCT, la imagen
se construye a partir de medidas llamadas A-scans, que muestran como se retrodispersa la luz
en distintas profundidades por debajo de un punto del tejido. Si se mueve el haz a lo largo de la
superficie del tejido y se recopilan muchos A-scans seguidos, se forma una imagen bidimensional

Ilamada B-scan que muestra un corte transversal del tejido [27].

2.3.1 Tipos de OCT

Existen dos tipos principales de sistemas OCT : el sistema en el dominio temporal (TD-OCT,

Time Domain )y el sistema en el dominio frecuencial o de Fourier (FD-OCT, Fourier Domain).

TD-OCT Dominio temporal

Este sistema (Fig. 2.7) funciona modulando la longitud del brazo de referencia para escanear
la profundidad de la muestra. La luz se divide en dos haces: uno que incide sobre la muestra y
otro sobre un espejo mévil. Al combinar la luz reflejada de ambos brazos, se obtiene un perfil de
reflectividad en profundidad (A-scan). Al mover el haz lateralmente sobre la muestra y combinar

muchos A-scans, se construye una imagen transversal (B-scan) [27].
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Figura 2.7: TD-OCT: la luz de la fuente se divide en un haz que ilumina la muestra y otro
de referencia. Las reflexiones de ambos brazos se combinan y el detector registra la interferencia,
obteniendo un perfil de profundidad (A-scan). Este proceso se repite en distintas posiciones laterales
para construir una imagen 2D o 3D de la muestra. Imagen obtenida de [27].

» Z-U

FD-OCT Dominio espectral

En este sistema (Fig. 2.8), no se requiere mover mecdnicamente el brazo de referencia. En
su lugar, se utiliza el anélisis espectral de la sefial interferométrica para obtener la informacién
de profundidad. Aplicando la transformada de Fourier inversa sobre la sefial espectral, se puede

recuperar el interferograma en el dominio temporal. Dentro de la FD-OCT existen dos tipos:

SD-OCT Dominio espectral: Este sistema usa un espectrometro para separar las diferentes
longitudes de onda de la luz retrodispersada, capturando un espectro que luego se procesa mediante

la transformada de Fourier para obtener los A-scans.

SS-OCT Barrido de fuente: En este caso, se utiliza una fuente de luz que barre distintas
longitudes de onda rdpidamente. Cada longitud se detecta de forma secuencial con un fotodetector,
generando un interferograma que se procesa con una transformada de Fourier para obtener el perfil
A-scan en profundidad [27].
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Figura 2.8: SD-OCT (izquierda) y SS-OCT (derecha): en SD-OCT se separan las longitudes de
onda con un espectrémetro; en SS-OCT se barre la longitud de onda en el tiempo. En ambos casos,
la interferencia registrada se transforma mediante FFT en un A-scan que refleja la profundidad de
la muestra. Imagen obtenida de [27].

2.3.2 Resoluciéon en OCT

La resolucién en OCT se contabiliza en dos componentes fundamentales: axial y lateral. Estas
resoluciones se encuentran desacopladas, ya que dependen de pardmetros distintos del sistema,

como la fuente de luz y la dptica de enfoque, respectivamente.

La resolucion axial, o la capacidad de discernir dos puntos en profundidad (ec. 2.5), depende
de la fuente de luz. Estd determinada por la longitud de coherencia de la fuente, que a su vez
depende de su longitud de onda central 1y y de su ancho de banda espectral Ad (FWHM, Full
Width at Half Maximum).

5. 2In(2) 3
= bg Al

En un medio con indice de refraccién n, la resolucion axial (ec. 2.6) real se ajusta dividiendo

2.5)

por n, ya que la luz se propaga mas lentamente en el medio:
5. - 2@ 3
¢ n nAld

La resolucion lateral, o la capacidad de discernir dos puntos espaciados sobre la superficie

(2.6)
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del tejido, depende de la 6ptica de enfoque del sistema, en concreto de la apertura numerica (NA,

Numerical Aperture) y del tamafio del haz. Para un haz gaussiano se puede expresar como:

. 2/10fsys
nnd

donde wy es el radio minimo del haz (cintura), f;y, es la distancia focal del sistema, 7 es el

6x = 24/In(2) - wo = 24/In(2) 2.7)

indice de refraccion del medio, y d es el didmetro del haz antes de la lente [27].

2.4 Modelos de propagacion y parametros 6pticos en sistemas OCT

para tejidos biologicos

En esta seccion se describe el modelo de Beer-Lambert, que permite caracterizar la propagacion

de la luz en tejidos biolégicos y asi estimar el coeficiente de atenuacién.

2.4.1 Modelo Beer-Lambert

La ley de Beer-Lambert [28] describe como la intensidad de la luz disminnuye exponencial-

mente al atravesar un medio absorbente, segin la expresion (ec. 2.8):

1(z) = Ipe "2 2.8)

donde Iy es la intensidad inicial de la luz antes de entrar al tejido, e /(z) es la intensidad
después de recorrer una profundidad z dentro del mismo. El coeficiente u; representa el coeficiente
de atenuacioén del tejido, que cuantifica la pérdida de intensidad tanto por la absorcién de la

radiacién como por la desviacion de la luz de su trayectoria original debido al esparcimiento.

La Tomografia de Coherencia Optica se fundamenta principalmente en la estimacién del
coeficiente de atenuacién que estd condicionado principalmente por el coeficiente de scattering,
ya que mide la intensidad de la luz que es retrodispersada por el tejido. El coeficiente total de
atenuacién es muy parecido al coeficiente de scattering, dado que se elige una longitud de onda
en la que la absorcién es minima y, por tanto, despreciable. Al analizar la luz retrodispersada, el
recorrido Optico implica que la luz atraviesa la muestra dos veces: una al llegar hasta el fondo y
otra al regresar hacia el detector. Por esta razén, la expresion de la ecuacion original se modifica

para tomar en cuenta este doble trayecto, quedando como (ec. 2.9) :

1(z) = Ipe 2H= (2.9)

El objetivo de las medidas OCT, mds alld del andlisis de imagen propiamente dicho, es ajustar
la sefal de intensidad recogida para extraer el coeficiente de atenuacion, lo que permite caracterizar

las propiedades del tejido.






Capitulo 3

Materiales y Métodos

En este capitulo se presentan los materiales y equipos experimentales, asi como los tejidos
bioldgicos utilizados, y se describen los métodos aplicados para la realizacion de este Trabajo de
Fin de Grado.

3.1 Materiales

3.1.1 Equipamiento experimental

La informacién y las imdgenes presentadas en esta seccién han sido extraidas del sitio web

oficial de Thorlabs, el fabricante del sistema OCT y del software de adquisicion [29].

Sistema SD-OCT

Se ha utilizado el equipo comercial SD-OCT de dominio espectral Series Telesto del fabricante
Thorlabs, disponible en el Grupo de Ingenieria Foténica (GIF). Este equipo (Fig. 3.1) est4d formado

por la unidad base, el sistema de escaneo y el kit de lentes.

Figura 3.1: Sistema OCT del Grupo de Ingenieria Foténica (GIF), Universidad de Cantabria.
Imagen obtenida de [29].

17
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La unidad base del sistema es el modelo TEL221PS. Las caracteristicas de imagen del sistema
OCT dependen principalmente de los componentes y el disefio de esta unidad, que incluye un
motor OCT, un ordenador de alto rendimiento, software preinstalado y un kit de desarrollo. El
motor OCT cuenta con una fuente de luz superluminiscente, electrénica de escaneo y un médulo
de deteccidn sensible a la polarizacion. A continuacidn, se presentan las caracteristicas principales

de esta unidad base:

» Longitud de onda central: 1300 nm.

» Profundidad de imagen (Aire/Agua): 3.5 mm /2.6 mm.

= Resolucidn axial (Aire/Agua): 5.5 pm / 4.2 pm.

= Tasa de lineas A-Scan: 5.5, 28, 48 y 76 kHz.

= Sensibilidad: 94 dB (a 76 kHz) hasta 109 dB (a 5.5 kHz).
= Maiaximo de pixeles por A-Scan: 1024.

= Escdneres compatibles: OCTP-1300PS, OCTP-1300PS/M, OCTG13PS.

El OCTP-1300PS (Fig. 3.2) es un sistema de escaneo que permite obtener imagenes 2D y 3D
de una muestra mediante el movimiento controlado del haz de luz. Estd basado en un interferémetro
tipo Michelson, formado por un médulo de colimacién de fibra, un divisor de haz 6ptico integrado,
un brazo de referencia y un médulo de escaneo. El mddulo de divisor de haz consiste en un cubo
no polarizante de 20 mm montado dentro de una jaula de 30 mm fijada a un soporte de rotacion
bloqueable. La jaula tiene cuatro puertos, uno de ellos cerrado con una tapa, que puede usarse
opcionalmente para acoplar luz de manera asimétrica, conectar un segundo detector o una segunda
longitud de onda. El brazo de referencia, ubicado dentro del sistema cerca de la muestra, contiene
un espejo que refleja la luz de vuelta al interferémetro y permite ajustar la longitud éptica del
camino. Esta disposicién garantiza la estabilidad de fase entre los brazos y reduce las distorsiones
por dispersion al igualar 6pticamente la longitud de ambos caminos. El escdner realiza barridos
rasterizados en dos dimensiones (X e Y) con alta velocidad de muestreo y cuenta con una cdmara

integrada que permite visualizar la muestra en tiempo real durante las medidas.
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OCTP-1300PS

Figura 3.2: Sistema de escaneo OCTP1300PS. Imagen obtenida de [29].

La lente empleada en este trabajo corresponde al modelo OCT-LK3 ( Fig. 3.3). Opera en una
longitud de onda central de 1315 + 65 nm, ofrece una resolucién lateral de 13 um y una distancia
focal efectiva de 36 mm. Ademds, proporciona un campo de visién de 10 x 10 mm?. Esta lente fue
seleccionada por ofrecer un equilibrio adecuado entre resolucién y campo de vision.

El kit de lentes incluye también los modelos OCT-LK2 y OCT-LK4, compatibles con la
unidad base, que permiten obtener diferentes configuraciones en términos de resolucién, distancia

focal y campo de trabajo.
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Figura 3.3: Lente OCT modelo OCT-LK3. Imagen obtenida de [18].

3.1.2 Muestras

En este TFG se han medido y caracterizado muestras de tejido utilizando 23 ratones procedentes
de una linea ampliamente empleada en modelos experimentales in vivo, debido a su alta tasa de
supervivencia posnatal y facilidad de manipulacién. De estos ratones se obtuvieron un total de 47
muestras tumorales (Fig. 3.4), que fueron proporcionadas por el Grupo de Nanomedicina de la
Universidad de Cantabria-IDIVAL y medidas posteriormente en el Grupo de Ingenieria Fotonica
de la Universidad de Cantabria-IDIVAL.

1 2 3 4 5 6 7
8 9 10 1 ' 12 13 14
15 . 16 17 18 19 \ 20 21
2 23 24 25 26 27 28
29 30 31 32 33 34 35
36 37 38 39 40 a1 22
43 44 45 46 47

Figura 3.4: Imagen compuesta con las 47 muestras tumorales analizadas en el estudio.
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El modelo tumoral de melanoma (Fig. 3.5) consiste en inyectar células de melanoma B16-
F10 bajo la piel de ratones recién nacidos, entre los dias 2 y 9 de vida, lo que permite que se
formen tumores s6lidos en 4 a 10 dias. La inmadurez del sistema inmunolégico de estos ratones
evita que rechacen el tumor. Posteriormente, se inyectaron nanoparticulas de carburo de hierro,
distribuyéndose distintos tipos en diferentes grupos de ratones: Iron carbide (Fe;C3), Iron carbide
(FesC,) y nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de oro, en inglés GIONF (GIONF, Gold-

coated Iron Oxide Nanoparticles).

(A) (8) (@

¥
2x10°% Cells
) e

N

T

Melanoma Cell Culture Transplant Tumor pn,g. Tumor
Figura 3.5: Desarrollo del modelo tumoral: (A) cultivo y amplificacién in vitro de la linea celular
de melanoma murino; (B) transplante subcutdneo en la regién interescapular de 2 x 10° células de

melanoma por huésped; (C) localizacién e identificacion de tumor sélido pigmentado de melanoma
(flecha). Imagen obtenida de [30].

Para obtener las muestras, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los tumores de la zona
interescapular, los cuales se midieron con el equipo OCT. Posteriormente, los tumores se fijaron
en formol siguiendo el protocolo aprobado, se incluyeron en parafina y se tifieron para su estudio
histolégico [30].

Después de inyectar las nanoparticulas en los ratones, los tumores se extrajeron ex vivo para
evaluar el impacto de la hipertermia magnética, en inglés MH (MH, Magnetic Hyperthermia) sobre
el microambiente tumoral. Los tumores se organizaron segutn el tipo de nanoparticula utilizada
y, dentro de cada grupo, se aplic6 MH en algunos tumores mientras que otros no recibieron
hipertermia. Ademds, en algunos casos la MH se aplicé mediante la bobina interna (internal coil)
y en otros desde el exterior. La configuracién experimental utilizada se muestra en la (Fig. 3.6) y
fue realizada por el grupo de Nanomedicina de la Universidad de Cantabria-IDIVAL.

Se planificé un protocolo de medidas que permite evaluar los cambios producidos sobre
muestras control, sin inyeccion de MNP, y que también permite evaluar el impacto de la hipertermia

magnética (MH) y sus diferentes configuraciones.

A continuacion, se detallan las cantidades de muestras tumorales por grupo:
= Control sin hipertermia (no MH): 4
= Control con hipertermia (MH): 2

s GIONF (hierro recubierto con oro):
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e Sin MH: 8
¢ Con MH, bobina externa: 6
¢ Con MH, bobina interna: 2

= IC84:
e Sin MH: 5
¢ Con MH, bobina externa: 6
¢ Con MH, bobina interna: 2

= 1C109:

e Sin MH: 4
¢ Con MH, bobina externa: 6

¢ Con MH, bobina interna: 2

Internal coil

Produce sinusoidal current so that
alternating field creates.

Magnetic

Ny
. .T r Temperature
hyperthermia ¥ probe
instrument ( j
External coil
g =
di= Thermal
IR camera
Laser
voltage supply
Alternative
Magnetic field

Figura 3.6: Montaje experimental de hipertermia magnética sobre tumores ex vivo (bobinas interna
y externa). Imagen obtenida de [6].

En todos los casos, se realizaron medidas OCT desde ambos lados de la muestra tumoral para
asegurar una caracterizacion mds completa y precisa de la respuesta tisular frente a los distintos

tratamientos.

3.2 Metodologia

Las muestras (Fig. 3.4) se miden con el sistema OCT en las condiciones de fijado en las que
se mantienen, sin necesidad de hacer ningun tipo de cortes o marcajes.
3.2.1 Configuracion y captura de los volimenes OCT

Antes de cada adquisicion, se realizé el ajuste del sistema de imagen OCT con el objetivo

de ubicar la muestra en la regién superior del volumen escaneado. Esta configuracién permite
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minimizar el recorrido éptico de la luz en el tejido, lo que reduce los efectos de absorcion y
scattering, mejorando asi la intensidad y definicién de la sefial adquirida.
Para llevar a cabo la adquisicion de los datos se emple6 el software ThorlmageOCT, que ofrece

control total sobre el escaneo y una visualizacién continuada de la muestra durante el proceso.

Configuracion espacial y parametros de escaneo

El software cuenta con herramientas como Draw and Scan, que permiten definir el trayecto de
escaneo, ya sea como una linea (para escaneos 2D) o como un drea completa (para escaneos 3D).
Mediante la cadmara integrada del sistema es posible visualizar la muestra durante la preparacion,
facilitando asi una seleccion precisa de la region de interés. Ademds, el usuario puede modificar
parametros clave como la resolucién espacial, el campo de vision, en inglés FOV (FOV, Field Of

View) y la densidad de muestreo.

Las caracteristicas técnicas de los escaneos realizados fueron las siguientes:

= Resolucion: 761 x 761 pixeles en x e y (dimensiones espaciales superficiales) y 1024 pixeles

en z (profundidad).
= Dimensiones fisicas: 9 mm X 9 mm (x, y), 3.58 mm en z (en aire).

= Tamaio de pixel: 13.01 um (x, y), 3.5 um (z, en aire).

Modos de escaneo disponibles

El sistema permite capturar informacién en distintos modos de adquisicién, segutn el tipo de

andlisis requerido:

= Modo 1D (A-scan): Proporciona informacién espectral y axial en un tnico punto de la

muestra.

= Modo 2D (B-scan): Escanea en una sola direccion siguiendo una linea sobre el tejido para
obtener cortes transversales. Este modo permite aplicar promedios antes o después de la
Transformada Répida de Fourier (FFT), y ajustar pardmetros de visualizacién como brillo,

contraste y color.

= Modo 3D (C-scan): Realiza multiples escaneos 2D para reconstruir un volumen tridimen-
sional. Incluye una funcién de renderizado rdpido que permite una previsualizacién del

volumen en tiempo real.

3.2.2 Procesamiento de datos

En esta seccion se detalla el procedimiento empleado para el filtrado y segmentacién de los
volimenes de datos obtenidos con el sistema OCT. Tanto el preprocesamiento, como el andlisis de
los resultados, fueron desarrollados utilizando el lenguaje de programacién Python, ejecutado en
el entorno de desarrollo integrado PyCharm. Los datos fueron manejados en formato .h5 mediante

la biblioteca h5py.
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Figura 3.7: Esquema de la metodologia aplicada para la elaboracion del trabajo.

Visualizacion

Se realizaron representaciones tanto del A-scan como del B-scan de cada muestra para analizar
c6mo varia la intensidad 6ptica en funcién de la profundidad y la posicién lateral.

Para extraer un B-scan, se selecciona una seccién especifica de la muestra bioldgica a lo largo
de la dimensién y, que puede corresponder a la seccion central (y = %) o a cualquier otra
ubicacion de interés, donde Ny representa el niimero total de pixeles en dicha direccion. Esta
imagen bidimensional permite analizar la variacién de la intensidad en funcién de la posicién
lateral x y la profundidad z (Fig. 3.8).

A partir del B-scan, también se obtuvo un perfil de intensidad (A-scan) en una posicion fija,
por ejemplo en x = 100, representando la intensidad en funcién de la profundidad en ese punto

especifico (Fig. 3.9).
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Figura 3.8: B-scan de la muestra en el centro del melanoma, y = N,,/2, mostrando la intensidad
en funcién de la posicion lateral x y profundidad z.
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Figura 3.9: Perfil A-scan de intensidad a x = 100 en la seccién central y = N, /2, mostrando la
variacién de la intensidad en profundidad.

Al visualizar los A-scan y B-scan, se observé claramente la presencia del aire presente por
encima del tejido en la zona superior de la superficie del cubo OCT, especialmente visible en la
imagen del B-scan. En el A-scan en escala logaritmica, este fendmeno se refleja mediante un pico
de intensidad alrededor del pixel 330. Este aumento brusco en la intensidad se debe a la reflexién
de Fresnel producida por la diferencia en el indice de refraccién entre el aire y la muestra. La
presencia de aire se explica por la dificultad de colocar la muestra completamente plana sobre la
superficie del cubo OCT, dado que normalmente la muestra presenta irregularidades. Estas zonas
con aire se deben eliminar del andlisis porque los modelos de propagacién analizan la radiacién
al ingresar directamente a la muestra. Por ello, es necesario identificar con precision el inicio de

la superficie de la muestra y eliminar las regiones correspondientes al aire para obtener resultados
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realistas.

3.2.3 Seleccion de regiones de interés (ROIs)

Las regiones de interés, en inglés ROIs (ROIs, Regions Of Interest) se delimitaron manualmente
sobre los cubos OCT con el fin de restringir el andlisis Gnicamente a la zona tumoral. De este modo,
se evitd que las dreas externas al tumor, como grasa o restos epiteliales que podrian introducir
ruido o sesgar los resultados, afectaran el procesamiento. Una vez definidas las ROIs, los pasos
posteriores eliminacién del aire, calibracion, filtrado y ajuste del coeficiente de atenuacion se

aplicaron unicamente dentro de dichas regiones.

3.2.4 Segmentacion de tejido

Alineamiento

Para alinear la superficie de la muestra en todos los cubos 3D adquiridos, se aplicé un pro-
cedimiento de aplanamiento individual sobre cada volumen. Este proceso consiste en localizar el
punto de maxima intensidad en cada A-scan (perfil de intensidad en profundidad) y ajustar todos
los datos del cubo a partir de esa posicion.

En primer lugar, se recorre cada volumen tridimensional, compuesto por las dimensiones
X X y X z, donde z corresponde al eje de profundidad. Para cada coordenada (x,y), se extrae el A-
scan correspondiente, es decir, el vector de intensidades a lo largo de z. A continuacién, se emplea
la funcién argmax de la libreria NumPy, la cual permite identificar el indice z correspondiente al
valor maximo de intensidad en ese A-scan. Esta posicion representa la superficie de la muestra.

A partir de esta posicién de mdxima intensidad, se recorta el A-scan para conservar inicamente
la informacién a partir de la superficie detectada. El resultado es almacenado en un nuevo cubo
tridimensional, donde todos los A-scans han sido alineados de modo que la superficie de la muestra
se encuentra en la misma posicién en profundidad, z.

Este proceso permite eliminar el efecto de las irregularidades superficiales en la adquisicién

OCT, proporcionando asi una base mas uniforme para el andlisis cuantitativo de los datos.

Perfil de intensidad a X = 100 Perfil de intensidad a X = 100
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Figura 3.10: Comparacion entre un A-scan sin aplanar (izquierda) y el mismo A-scan después del
proceso de aplanamiento (derecha).
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Figura 3.11: Comparacién entre un B-scan sin aplanar (izquierda) y el mismo B-scan después del
proceso de aplanamiento (derecha).

3.2.5 Calibracién dptica

Con el objetivo de corregir las variaciones en la respuesta del sistema de adquisicion, asi
y obtener valores de intensidad comparables entre distintas muestras, se aplic6 un proceso de
calibracién utilizando un volumen OCT de referencia previamente medido sobre una muestra,
también de referencia, con composicién conocida que se denomina phantom.

Dicho volumen fue adquirido en las mismas condiciones que las muestras experimentales,
convertido a unidades de milivatios y transformado mediante la aplicacién del logaritmo natural.
Para asegurar la validez del proceso, se consideraron tinicamente los voxeles con valores fisicamente
consistentes, descartando aquellos con intensidades no positivas.

Posteriormente, se procesaron los volimenes de las muestras previamente aplanados. Las
intensidades originales, expresadas en dBm, se transformaron a logaritmo natural utilizando la

expresion que se muestra en la ecuacién (3.1):

In(1) = c“f'—om -1n(10) 3.1)

Caracteristicas del phantom:

El phantom utilizado consiste en microsferas monodispersas de poliestireno (Polybead Mi-
crospheres, modelo 07307-15) con un didmetro medio nominal de 0.50 pm, empaquetadas en una
suspension acuosa al 2.5 % en peso/volumen (w/v) con minima concentracion de surfactante. Estas
particulas tienen una densidad aproximada de 1.05 g/cm?® y un coeficiente de variacién (CV) del
3 %. La concentracién de particulas es de aproximadamente 3,64 x 10! particulas/ml.

El indice de refraccion de las particulas es n, = 1,5657 y el medio de suspension tiene un

indice de refraccion n,,0.4 = 1,3225, ambos valores medidos a una longitud de onda de 1.3 pm [23].
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3.2.6 Filtrado / Suavizado

Para mejorar la calidad de los datos y reducir el ruido presente en las sefiales, se aplicé un filtro
de mediana sobre los volimenes calibrados. Este tipo de filtro es especialmente ttil para eliminar
valores atipicos o impulsivos sin afectar significativamente los bordes ni la resolucién espacial de
la imagen.

El proceso consistié en filtrar cada A-scan dentro de la ROI, es decir, las sefiales unidimensio-
nales a lo largo de la dimensién axial (profundidad). El filtro de mediana utiliza una ventana de
tamafio definido para reemplazar cada valor por la mediana de los valores dentro de dicha ventana,
suavizando asf las variaciones abruptas causadas por ruido sin degradar la estructura subyacente
de la sefial. Se probaron diferentes tamafios de ventana y se concluyd que una ventana de tamafio
3 es la que mejor preserva la forma original de la muestra, equilibrando la reduccién de ruido con
la conservacion de los detalles estructurales.

De esta manera, se obtiene un volumen suavizado que conserva la informacién relevante de la
muestra, pero con menor presencia de artefactos, facilitando el andlisis posterior y la estimacién

mads precisa de pardmetros 6pticos.

3.2.7 Ajuste Beer-Lambert
3.2.8 Modelo de Beer-Lambert y ajuste lineal

Para extraer el coeficiente de atenuacion Optica u, a partir de los voldmenes filtrados, se utilizé
un modelo tedrico de atenuacion de la sefial OCT. La intensidad de la sefial medida en la muestra

se puede expresar como

I,(z) = I1,(0) e 2, (3.2)

donde /(z) es la intensidad medida a la profundidad z, I;(0) es la intensidad inicial medida en
la superficie de la muestra, y y, es la incognita, es decir, el coeficiente de atenuacién que se desea
estimar. De manera similar, para el phantom de calibracién, cuya atenuacién o es conocida, la

intensidad se describe como

1,(z) = 1,,(0) e 202, (3.3)

donde 1,(z) y I,(0) son valores medidos en profundidad y en la superficie del phantom,
respectivamente.
Para eliminar artefactos sistemdticos y dependencias de la reflectividad inicial, se divide la

intensidad de la muestra por la del phantom, obteniéndose

I,(2) _ 15(0) o221 =pr0)
Ip(Z) Ip(o) '

Aqui, las cantidades I(z), I5(0), I,(z) y 1,(0) son datos medidos, mientras que y; sigue

34

siendo la incégnita.

Aplicando el logaritmo natural para linealizar la ecuacién, se obtiene
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Ii(z)\ | (15(0)
h1(1p<z)) "hl(lp(O)) = 22(p: = o), (3.5)

y finalmente se incorpora un factor de proporcionalidad A para modelar posibles variaciones

adicionales en la reflectividad inicial, dando lugar a la ecuacidn utilizada para el ajuste lineal:

IS(Z) _ Is(O) _ _
In (m) =A+1In (—IP(O)) 2z(fs — 140)- (3.6)

De este modo, a partir de los datos medidos dentro de la ROI de cada cubo OCT, se puede
estimar la incégnita u, mediante un ajuste lineal.

Para cada A-scan dentro de la ROI, se realiz6 una regresion lineal de minimos cuadrados
entre la profundidad y el logaritmo de la intensidad calibrada. La pendiente de esta regresion (m)

permiti6 calcular localmente el valor de i, mediante la relacién

m

Hi = o = = (3.7

mientras que la ordenada al origen (b) correspondi6 al pardmetro A.
Para implementar el ajuste descrito, se utilizé un procedimiento de regresion lineal basado en
la funcién numpy.linalg.1lstsq. Dado que la ecuacién de atenuacion se encuentra en su forma

linealizada,

I5(2) _ I5(0)
" (Ip(z>) SAx (1,,(0)) = 220 = o). (3.8)

la relacién entre In(/s(z)/1,(z)) y la profundidad z se puede expresar como una recta de la

forma

Yy =mz+b, (3.9)

donde y = In(Is(z)/I,(z)), la pendiente es m = —2(u; — p0), y la ordenada al origen es
b =A+1In(1;(0)/1,(0)).

Con esta formulacioén, el problema se reduce a calcular la pendiente y la ordenada al origen
mediante un ajuste lineal de minimos cuadrados. Para cada pixel (x, y) dentro de 1a ROI, se resolvi

un sistema con mds ecuaciones que incognitas, obteniendo la mejor aproximacién posible.

MO =y, (3.10)

donde M es la matriz de disefio que contiene la variable z y una columna de unos, 6 =
(m, b) son los parametros a estimar, y y es el vector de intensidades logaritmicas. La funcién
numpy.linalg.lstsq, que forma parte de la biblioteca NumPy en Python, devuelve los valores
Optimos de m y b.

De esta manera, con los valores estimados de y; y A en cada punto del tejido, se generaron mapas
bidimensionales que describen espacialmente sus propiedades Opticas. Estos mapas constituyen la

base para andlisis cuantitativos y visualizaciones posteriores.






Capitulo 4

Analisis de los resultados

En este capitulo se analizan y comparan los resultados obtenidos tras aplicar la metodologia

descrita en el capitulo anterior sobre las distintas medidas procesadas.

4.1 Resultados

4.1.1 Alineamiento y eliminacién del aire

El procedimiento de aplanamiento aplicado sobre los volimenes permitié uniformar la posicién
de la superficie de la muestra a lo largo de todos los A-scans. De esta manera, las irregularidades
debidas a la topografia superficial quedaron compensadas, lo que facilita la comparacién entre

distintos volimenes y la interpretacién posterior de los pardmetros 6pticos.

B-scan B-scan

)
ensidad

N

S
Intensidad

=)

X X
Figura 4.1: Comparacién entre un B-scan original (izquierda) y el mismo B-scan tras el proceso

de aplanamiento (derecha).

Este resultado confirma que el preprocesamiento inicial elimina los efectos de la irregularidad
superficial, generando una base mds robusta para la calibracién y andlisis cuantitativo de los

volimenes.

31
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4.1.2 Calibracién dptica

La aplicacién del phantom de referencia permitié corregir las variaciones de la 6ptica del
sistema y normalizar las intensidades entre volimenes. Como resultado, los valores obtenidos
reflejan de manera mds confiable las propiedades Opticas de la muestra y no las fluctuaciones
propias del sistema.

En la (Fig. 4.2) se muestra un B-scan representativo antes y después de la calibracién. Se
observa que la sefial corregida presenta un contraste mds uniforme, especialmente en las zonas

profundas, lo que mejora la comparabilidad entre regiones de la muestra.

B-scan
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X X
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Figura 4.2: Ejemplo de un B-scan sin calibrar (izquierda) y el mismo B-scan tras la calibracién
con el phantom (derecha).

En conjunto, los resultados muestran que la calibracién con el phantom logra reducir la
influencia del sistema de adquisicion, permitiendo que las comparaciones entre volimenes se
centren en las diferencias reales de las muestras.

4.1.3 Filtrado / Suavizado

El filtrado aplicado sobre los voliimenes calibrados permitié reducir el ruido impulsivo pre-
sente en los A-scans sin degradar la resolucién espacial. Este efecto se aprecia especialmente
en las regiones profundas de la muestra, donde la sefial original presentaba valores espurios que
dificultaban la interpretacién.

Enla (Fig. 4.3) se presenta un ejemplo representativo de un B-scan antes y después del filtrado.
Puede observarse que, tras la aplicacién del filtro de mediana, la sefial aparece mas homogénea y

continua, manteniendo la definicién de los bordes y mejorando la legibilidad de las estructuras.
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B-scan B-scan
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Figura 4.3: Ejemplo de un B-scan sin filtrar (izquierda) y el mismo B-scan tras la aplicacion del
filtro de mediana (derecha). El filtrado reduce el ruido preservando los bordes y la informacién
estructural.

El resultado es un volumen mds uniforme y robusto para la estimacién del coeficiente de
atenuacion, ya que las variaciones abruptas debidas al ruido quedan eliminadas y las sefales
mantienen su coherencia interna.

4.1.4 Estimacion del coeficiente de atenuacion

A partir de los volimenes ya preprocesados se estimaron los pardmetros del modelo tedrico
mediante regresion lineal: el coeficiente de atenuacién éptica y, y el factor de proporcionalidad
A, asociado a la reflectividad inicial de la muestra. Ambos pardmetros se calcularon de manera
local para cada A-scan dentro de la ROI, generando asi mapas bidimensionales que describen su
distribucién espacial.

Mapas de y;,

En las (Fig. 4.4-4.16) se muestran los mapas obtenidos para y, en distintas categorias de
nanoparticulas. Cada categoria corresponde a un tipo diferente de nanoparticula, y cada subfigura
representa una muestra especifica. Se observa heterogeneidad espacial en los valores de y;, con re-
giones més densas dpticamente presentando mayores valores, mientras que zonas mas homogéneas

muestran valores mds bajos y uniformes.
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Control sin hipertermia magnética:
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Figura 4.4: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y, para las primeras cuatro

muestras de control sin hipertermia magnética.
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Figura 4.5: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y; de control con hipertermia

magnética.
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GIONF sin hipertermia magnética:
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Figura 4.6: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y, para las muestras GIONF sin
hipertermia.
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GIONF sin hipertermia magnética:
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Figura 4.7: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y, para las muestras GIONF sin
hipertermia.

GIONF con hipertermia magnética:
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Figura 4.8: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacion y, para las muestras GIONF con
hipertermia (MH).
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GIONF con hipertermia magnética:
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Figura 4.9: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacion y, para las muestras GIONF con

hipertermia (MH).

GIONF con hipertermia magnética, bobina interna:
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Figura 4.10: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacion i, para muestras de GIONF con

hipertermia, bobina interna.
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IC84 sin hipertermia magnética:
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Figura 4.11: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién u, para muestras de IC84 sin
hipertermia.
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IC84 con hipertermia magnética:
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Figura 4.12: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y; para muestras de IC84 con
hipertermia (MH).
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IC84 con hipertermia magnética, bobina interna:
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Figura 4.13: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién u, para muestras de IC84 con
hipertermia, bobina interna.

IC109 sin hipertermia magnética:
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Figura 4.14: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién u, para muestras de IC109 sin
hipertermia.
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IC109 con hipertermia magnética:
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Figura 4.15: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién yu, para muestras de IC109 con
hipertermia (MH).



42 CAPITULO 4 - ANALISIS DE LOS RESULTADOS

IC109 con hipertermia magnética, bobina interna:
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Figura 4.16: Mapas bidimensionales del coeficiente de atenuacién y; para muestras de IC109 con
hipertermia, bobina interna.

Los valores promedio de y,, la mediana y el rango intercuantil, en inglés IQR (IQR, Inter-
Quartile Range), 1a dispersion de los valores centrales sin verse afectado por extremos, se resumen
en las siguientes tablas y se representan graficamente mediante boxplots. El grafico boxplot es una
caja que muestra la mediana de la magnitud representada (en este caso el coeficiente de atenuacién
U) con una raya horizontal roja. Por otro lado, el grosor del boxplot representa graficamente el
IQR, es decir, la variacion que tiene la magnitud representada entre el percentil 25 % y el 75 % de

su funcién de distribucién de probabilidad.

Muestras tumorales de control, sin inyeccion de nanoparticulas:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
1 Control sin MH 8.06 8.03 0.51
2 Control sin MH 8.17 8.18 0.42
3 Control sin MH 8.13 8.23 0.40
4 Control sin MH 7.88 7.99 0.52
5 Control con MH 8.13 8.18 0.57
6 Control con MH 8.19 8.26 0.52

Tabla 4.1: Media, mediana e IQR de y, en muestras de Control.

Los valores promedio de y, en las muestras de control, tanto con como sin MH, se sitdan

dentro del rango tipico para tejidos blandos, entre 7 mm~' y 9 mm™!

, concentrandose la mayoria
de los datos alrededor de 8.2 mm~", lo cual concuerda con los valores de atenuacién observados

en estudios previos [31].
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Distribucién de p: para las muestras de control
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Figura 4.17: Coeficiente de atenuacion y, en muestras de control: (fondo rosa) muestras de control
sin MH; (fondo naranja) muestras de control con MH.
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Figura 4.18: Coeficiente de atenuacién y, en muestras de control agrupadas: (fondo rosa) muestras
de control sin MH; (fondo naranja) muestras de control con MH.

A la vista de la (Fig. 4.18), parece que cuando se observan las muestras de forma global, el

tratamiento de MH aumenta el valor del coeficiente de atenuacion.
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Muestras tumorales con nanoparticulas GIONF:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
7 Gionf sin MH 8.13 8.22 0.40
8 Gionf sin MH 7.87 8.02 0.86
9 Gionf sin MH 8.09 8.22 0.48
10 Gionf sin MH 8.13 8.23 0.43
11 Gionf sin MH 8.13 8.16 0.49
12 Gionf sin MH 8.03 8.05 0.48
13 Gionf sin MH 8.33 8.37 0.31
14 Gionf sin MH 8.35 8.48 0.21
15 Gionf con MH 8.01 8.02 0.56
16 Gionf con MH 8.01 8.08 0.59
17 Gionf con MH 8.18 8.26 0.58
18 Gionf con MH 8.18 8.25 0.41
19 Gionf con MH 8.16 8.21 0.30
20 Gionf con MH 8.05 8.08 0.44
46 Gionf MH int.col 7.90 7.96 0.46
47 Gionf MH int.col 8.17 8.16 0.65

Tabla 4.2: Media, mediana e IQR de u, en muestras de GIONF.

Distribucién de p para muestras GIONF
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Figura 4.19: Coeficiente de atenuacioén y, en muestras con nanoparticulas GIONF: (fondo rosa)
GIONF sin MH; (fondo naranja) GIONF con MH externa; (fondo verde) GIONF con MH interna.
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Distribucién de p: para muestras GIONF
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Figura 4.20: Coeficiente de atenuacién y, en muestras con nanoparticulas GIONF agrupadas:
(fondo rosa) GIONF sin MH; (fondo naranja) GIONF con MH externa; (fondo verde) GIONF con
MH interna.

Segtin la (Fig. 4.20), se observa que los tratamientos de MH también reducen ligeramente el
coeficiente de atenuacién en muestras con nanoparticulas GIONF, siendo algo mayor la reduccién

cuando se aplica MH con bobina interna.

Muestras tumorales con nanoparticulas 1C84:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
21 1C84 sin MH 8.33 8.42 0.34
22 1C84 sin MH 7.87 7.92 0.45
23 IC84 sin MH 7.95 8.06 0.72
24 1C84 sin MH 8.00 8.07 0.43
25 IC84 sin MH 7.83 7.95 0.63
26 IC84 con MH 8.34 8.42 0.51
27 IC84 con MH 7.87 7.87 0.52
28 IC84 con MH 7.93 7.97 0.44
29 IC84 con MH 8.14 8.22 0.46
30 IC84 con MH 7.84 7.81 0.39
31 IC84 con MH 8.15 8.28 0.48

Tabla 4.3: Media, mediana e IQR de y, en muestras de IC84.
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Distribucién de i para muestras IC84
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Figura 4.21: Coeficiente de atenuacién y, en muestras con nanoparticulas IC84: (fondo rosa) IC84
sin MH; (fondo naranja) IC84 con MH externa; (fondo verde) IC84 con MH interna.
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Figura 4.22: Coeficiente de atenuacidn y, en muestras con nanoparticulas IC84 agrupadas: (fondo
rosa) IC84 sin MH; (fondo naranja) IC84 con MH externa; (fondo verde) IC84 con MH interna.

La (Fig. 4.22) muestra que los tratamientos de MH también producen una ligera disminucién
del coeficiente de atenuacién en muestras con nanoparticulas IC84, siendo esta reduccién algo més
pronunciada cuando se aplica MH con bobina interna.
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Muestras tumorales con nanoparticulas 1C109:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
32 IC109 sin MH 8.15 8.19 0.39
33 IC109 sin MH 8.06 8.11 0.50
34 IC109 sin MH 8.08 8.18 0.49
35 IC109 sin MH 8.19 8.17 0.40
36 IC109 con MH 8.15 8.17 0.52
37 IC109 con MH 8.06 8.11 0.47
38 IC109 con MH 7.97 8.05 0.36
39 IC109 con MH 7.95 7.99 0.45
40 IC109 con MH 8.10 8.13 0.37
41 IC109 con MH 8.19 8.23 0.48
42 IC109 MH int.col 8.16 8.20 0.32
43 IC109 MH int.col 7.95 8.08 0.52

Tabla 4.4: Media, mediana e IQR de u, en muestras de 1C109.
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Figura 4.23: Coeficiente de atenuacién yu, en muestras con nanoparticulas IC109: (fondo rosa)
IC109 sin MH; (fondo naranja) IC109 con MH externa; (fondo verde) IC109 con MH interna.
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Figura 4.24: Coeficiente de atenuacién u, en muestras con nanoparticulas IC109 agrupadas: (fondo
rosa) IC109 sin MH; (fondo naranja) IC109 con MH externa; (fondo verde) IC109 con MH interna.

La (Fig. 4.24) muestra que los tratamientos de MH también producen una ligera disminucién
del coeficiente de atenuacion en muestras con nanoparticulas IC109, siendo esta reduccién algo

mds pronunciada cuando se aplica MH con bobina externa.

Como resumen de todas las muestras, se construy un boxplot que compara el coeficiente
de atenuacién u, en los diferentes grupos de estudio (Control, GIONF, IC84, IC109) con y
sin aplicaciéon de MH. Este grafico permite visualizar de manera rdpida las medianas, rangos

intercuartilicos y posibles valores atipicos de cada grupo.
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Muestras tumorales de control y con nanoparticulas GIONF, IC84 e IC109 sin MH:

Comparacion de pt por grupo
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Figura 4.25: Coeficiente de atenuacién y, en muestras de control y con nanoparticulas GIONF,
IC84 e IC109 agrupadas sin MH: (fondo rosa) Control sin MH; (fondo naranja) GIONF sin MH;
(fondo verde) IC84 sin MH; (fondo azul) IC109 sin MH

Grupo Mediana g, [1/mm]
Control_sin 8.108125
GIONF_sin 8.224659
IC84_sin 8.040994
IC109_sin 8.167329

Tabla 4.5: Medianas del coeficiente de atenuacién (u,) para los diferentes grupos de muestras
tumorales sin aplicacién de MH.
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Muestras tumorales de control y con nanoparticulas GIONF, IC84 e IC109 con MH:

Comparacion de pt por grupo (Con MH)
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Figura 4.26: Coeficiente de atenuacién y, en muestras de control y con nanoparticulas GIONF,
IC84 e IC109 agrupadas con MH: (fondo rosa) Control con MH; (fondo naranja) GIONF con MH;
(fondo verde) IC84 con MH; (fondo azul) IC109 con MH.

Grupo Mediana g, [1/mm]
Control_con 8.220309
GIONF_con 8.156276

IC84_con 8.064140
IC109_con 8.119848

Tabla 4.6: Medianas del coeficiente de atenuacién (u,) para los diferentes grupos de muestras
tumorales con aplicacién de MH.

Se analizaron los valores de p; obtenidos en las distintas categorias de muestras: Control,
GIONEF, IC84 e IC109, considerando la presencia o ausencia de tratamiento con MH. Ademads
de las conclusiones previas, a partir de los datos de media, mediana e IQR se pueden extraer las

siguientes observaciones adicionales:

= Efecto de MH sobre la dispersion: Se observa que la aplicaciéon de MH también reduce la
dispersion (IQR), homogenizando los valores de u; dentro de cada muestra. Este efecto es
mads notable en las categorias GIONF e IC84.

= Discusion general: A la vista de todos los resultados, la aplicacién de MH provoca una ligera
disminucién en los valores de u; en las muestras con nanoparticulas magnéticas y depende
del tipo de nanoparticula magnética: en GIONF cae un 0.85 %; en IC109 cae un 1.3 % y en
IC84 cae 1.9 %. Aunque estos valores son pequefios, la tendencia se ve en todas las pruebas

realizadas. Ademads, hay que tener en cuenta que esto sucede en condiciones experimentales
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inciertas debido a que cada ratén es diferente, a que el proceso de crecimiento tumoral puede
tener variaciones, a que la distribucién de las nanoparticulas magnéticas en el tejido puede
que no sea uniforme, a que la radiacién magnética puede que no sea omnidireccional y a
que estamos incluyendo todas las zonas del tumor en el andlisis estadistico del coeficiente
de atenuacion del tejido. Sin embargo, y atin estando bajo las condiciones indicadas, todo
parece indicar que el estimar el valor de atenuacion dptica a partir de imagenes OCT permite
evaluar si el tratamiento de MH con nanoparticulas magnéticas esta modificando la estructura
del tejido, que es su funcién principal. Por otro lado, se comprueba que la aplicacién de
MH mejora la homogeneidad de los valores (IQR), especialmente en las muestras con
mayor dispersion inicial. La alta variabilidad observada en el coeficiente de atenuacién se
explica por el hecho de que cada muestra procede de un individuo diferente y porque la ROI

contempla toda la muestra tumoral, cuya estructura bioldgica puede variar.

Como se indicé en la introduccién, los tumores tienen un mayor presencia de CAFs, cuya
composicion principal es el coldgeno. Los tumores suelen presentar redes densas y desorganizadas
de coldgeno, lo que aumenta tanto la absorcién Optica como el scattering, y con ello el aumento
del coeficiente de atenuacion [32]. Si la MH con nanoparticulas magnéticas hace efecto rompiendo
estas redes, cabria esperar una disminucién del scattering, y con ello del coeficiente de atenuacion.
Y esto, aunque sutilmente, se manifiesta en los resultados de los experimentos realizados en este
TFG.

Parametro A

En paralelo, se calcularon la media, la mediana y el IQR del pardmetro A, que funciona como
un factor de proporcionalidad relacionado con la reflectividad inicial relativa de la muestra en la
superficie. Estos estadisticos, mostrados en las tablas siguientes y representados también mediante
boxplots, permiten evaluar la variabilidad espacial de A y complementan la informacién obtenida

a partir de los mapas de y;.

Muestras tumorales de control, sin inyeccion de nanoparticulas:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
1 Control sin MH -3.23 -2.96 1.46
2 Control sin MH -3.70 -3.23 2.28
3 Control sin MH -4.05 -3.16 2.69
4 Control sin MH -5.73 -4.72 4.27
5 Control con MH -3.83 -3.44 2.47
6 Control con MH -4.14 -3.89 3.43

Tabla 4.7: Media, mediana e IQR de A en muestras de Control.
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Distribucién del parametro A en muestras Control
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Figura 4.27: Factor de proporcionalidad A en muestras de control: (izquierda) muestras de control
sin MH; (derecha) muestras de control con MH.

Distribucién del pardmetro A en muestras Control (agrupadas)
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Figura4.28: Factor de proporcionalidad A en muestras de control agrupadas: (fondo verde) muestras
de control con MH; (fondo rosa) muestras de control sin MH.

Enla (Fig. 4.28) se observa que los tratamientos de MH aumentan el factor de proporcionalidad.
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Muestras tumorales con nanoparticulas GIONF:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
7 Gionf sin MH -4.44 -4.00 2.22
8 Gionf sin MH -6.42 -5.85 6.15
9 Gionf sin MH -3.79 -3.01 2.34
10 Gionf sin MH -5.26 -4.74 2.78
11 Gionf sin MH -4.51 -4.14 2.90
12 Gionf sin MH -4.40 -4.20 2.10
13 Gionf sin MH -3.64 -3.15 3.14
14 Gionf sin MH -3.58 -2.66 2.85
15 Gionf con MH -4.38 -3.77 2.64
16 Gionf con MH -5.74 -5.31 3.93
17 Gionf con MH -3.45 -3.24 2.31
18 Gionf con MH -4.24 -4.08 2.80
19 Gionf con MH -4.64 -4.18 2.39
20 Gionf con MH -3.69 -3.58 2.23
46 Gionf MH int.col | -6.56 -6.27 2.34
47 Gionf MH int.col | -4.58 -4.22 2.41

Tabla 4.8: Media, mediana e IQR de A en muestras de GIONF.

Distribucion del parametro A en muestras Gionf (sin agrupar)
Con MH

-
I
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Figura 4.29: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas GIONF: (fondo naranja)
GIONF sin MH; (fondo verde) GIONF con MH externa; (fondo rosa) GIONF con MH interna.
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Distribucién del pardmetro A en muestras Gionf (agrupadas)

o
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Figura 4.30: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas GIONF agrupadas:
(fondo naranja) GIONF sin MH; (fondo verde) GIONF con MH externa; (fondo rosa) GIONF con
MH interna.

Como se puede observar en la (Fig. 4.30) el factor de proporcionalidad disminuye cuando se

aplica MH con bobina interna.

Muestras tumorales con nanoparticulas IC84:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
21 1C84 sin MH -3.69 -2.91 297
22 1C84 sin MH -5.66 -5.47 2.27
23 1C84 sin MH -5.76 -5.08 3.83
24 1C84 sin MH -5.89 -5.15 2.47
25 1C84 sin MH -6.16 -5.76 2.19
26 IC84 con MH -3.89 -3.09 3.34
27 IC84 con MH -4.90 -5.13 3.24
28 IC84 con MH -4.95 -4.82 1.88
29 IC84 con MH -5.67 -5.42 3.67
30 IC84 con MH -5.77 -5.29 2.95
31 IC84 con MH -4.98 -4.07 4.48
44 IC84 MH int.col -4.93 -5.10 2.77
45 IC84 MH int.col -5.23 -5.09 2.38

Tabla 4.9: Media, mediana e IQR de A en muestras de IC84.
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Distribucién del parémetro A en muestras IC84
Sin MH Con MH MH int.col
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Figura 4.31: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas IC84: (izquierda) 1C84
sin MH; (centro) IC84 con MH externa; (derecha) IC84 con MH interna.

Distribucién del pardmetro A en muestras 1C84 (agrupadas)
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Figura 4.32: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas IC84 agrupadas: (fondo
naranja) IC84 sin MH; (fondo verde) IC84 con MH externa; (fondo rosa) IC84 con MH interna.

Como se puede observar en la (Fig. 4.32) el factor de proporcionalidad aumenta cuando se

aplica MH con bobina externa.
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Muestras tumorales con nanoparticulas 1C109:

Muestra Categoria Media | Mediana | IQR
32 IC109 sin MH -5.05 -4.63 2.35
33 IC109 sin MH -5.51 -4.86 3.48
34 IC109 sin MH -4.67 -4.71 4.17
35 IC109 sin MH -4.15 -3.96 3.23
36 IC109 con MH -4.04 -4.07 1.71
37 IC109 con MH -5.33 -5.08 1.93
38 IC109 con MH -5.30 -4.57 3.91
39 IC109 con MH -4.93 -4.72 2.20
40 IC109 con MH -3.62 -3.35 2.20
41 IC109 con MH -3.68 -3.59 2.02
42 IC109 MH int.col | -5.11 -5.18 2.04
43 IC109 MH int.col | -5.51 -4.42 4.92

Tabla 4.10: Media, mediana e IQR de A en muestras de 1C109.

Distribucién del parémetro A en muestras IC109
nnnnn Con MH H MH int.col
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Figura 4.33: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas IC109: (izquierda)
IC109 sin MH; (centro) IC109 con MH externa; (derecha) IC109 con MH interna.
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Distribucién del pardmetro A en muestras IC109 (agrupadas por categoria)

1C109 sin MH 1C109 con MH 1C109 MH int.col

Figura 4.34: Factor de proporcionalidad A en muestras con nanoparticulas IC84 agrupadas: (fondo
rosa) IC84 sin MH; (fondo naranja) IC84 con MH externa; (fondo verde) IC84 con MH interna.

Como se puede observar en la (Fig. 4.34) el factor de proporcionalidad aumenta cuando se
aplica MH con bobina externa.

Se analizaron los valores del pardmetro A obtenidos en las distintas categorias de muestras:
Control, GIONF, IC84 e IC109, considerando la presencia o ausencia de tratamiento con MH.
Ademés de las conclusiones previas, a partir de los datos de media, mediana e IQR se pueden

extraer las siguientes observaciones:

= Efecto de MH sobre la dispersion: La influencia mas evidente de MH se refleja en la
reduccién de la dispersion (IQR) en algunas categorias, indicando que el tratamiento tiende
a homogenizar los valores de A dentro de cada muestra. Este efecto es mads marcado en las

categorfas GIONF y 1C84, donde la dispersion inicial es mayor.
= Comparacion entre categorias:

» Las muestras de Control y IC109 presentan de por si una dispersion relativamente baja,

por lo que el efecto de MH sobre 1la homogeneidad es menos pronunciado.

* Las muestras de GIONF y IC84 muestran mayor variabilidad sin MH, siendo estas

categorias las que més se benefician de la homogenizacién producida por el tratamiento.

Cabe destacar que estos andlisis se realizaron a 1310 nm, y que los tumores presentan una hete-
rogeneidad significativa, a pesar de haberse inyectado las mismas células de manera intradérmica.
Esta heterogeneidad explica las diferencias observadas en los valores del coeficiente de atenuacién

y del pardmetro A dentro del mismo modelo de melanoma cutineo.






Capitulo 5

Conclusiones y Lineas futuras

En este trabajo se ha verificado la validez de la técnica OCT para la caracterizacién y di-
ferenciacion de las propiedades Opticas en muestras sometidas a diferentes terapias basadas en
nanoparticulas y en hipertermia magnética. Con esta técnica se consigue evaluar de forma no
invasiva las variaciones en el coeficiente de atenuacidn, asociadas a los cambios estructurales y
morfolégicos inducidos por la presencia de nanoparticulas y por el tratamiento térmico controlado,

permitiendo asi analizar la eficacia y el impacto de cada terapia sobre el tejido estudiado.

Las medidas de intensidad obtenidas mediante OCT han sido sometidas a un procesado de
imagen que incluye el aplanado de los cubos de datos, la calibracidn con respecto al phantom de
referencia, la aplicacion de un filtro de mediana y el ajuste del coeficiente de atenuacién. El cdlculo
del coeficiente de atenuacion se ha realizado a partir de los resultados del OCT utilizando el modelo
de propagacion correspondiente, considerando las correcciones derivadas de la calibracién y el
filtrado. Posteriormente, se ha generado el mapa 2D del coeficiente de atenuacion para evaluar de

forma comparativa las diferencias entre las distintas condiciones experimentales.

Se observa que la luz se atenda menos en las muestras con nanoparticulas GIONF, IC84 ¢ IC109
tras la aplicacion de MH, mostrando un coeficiente de atenuacion (u,) inferior al de las muestras
sin MH. Esto permite verificar que el tratamiento combinado de nanoparticulas magnéticas e

hipertermia magnética puede romper la estructura de coldgeno densa que rodea el tumor.

Sin embargo, este resultado es muy preliminar y necesita de mds investigacion para seguir
demostrando esta hipdtesis inicial. Asi, posibles lineas futuras de ampliacién de este estudio
incluyen disminuir la zona analizada del tumor. Se necesitaria incluir informacién procedente de
andlisis histopatolégico que indique donde hay mds concentracién de nanoparticulas magnéticas
y verificar si en esas zonas perfectamente etiquetadas se corresponden con un descenso mads
relevante del coeficiente de atenuacion. Esto es necesario porque en este TFG se ha asumido que
la distribucion de nanoparticulas magnéticas es uniforme dentro del tumor, hecho poco factible en

un entorno biolégico complejo como es el asociado al TME.

Igualmente, seria interesante incluir medidas de la polarizacién de la luz, ya que la informacién

59
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polarimétrica podria aportar datos adicionales sobre la organizacién estructural de los tumores y

su interaccién con las nanoparticulas, complementando los valores de atenuacién y amplitud.

Finalmente, se podrian contrastar los valores de y,, A y parametros de polarizacién con andlisis
histopatoldgicos para establecer criterios objetivos que diferencien entre tumores con distintos tipos
de nanoparticulas y entre aquellos que recibieron tratamiento con MH y los que no. Esto permitiria,

a futuro, desarrollar métodos autométicos de clasificacién de tumores basados en estos pardmetros.
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