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RESUM

El trasplantament hepatic és un procediment del que s’han realitzat nombrosos
estudis al llarg dels anys. En aquest projecte, s’'ha dissenyat i implementat un
sistema per simular les condicions d’un procediment de transplantament hepatic
en una camera de co-cultiu cel-lular, que simula les condicions fisiologiques del
fetge (Liver on a Chip), per poder fer estudis sense utilitzar models animals.

Un dels factors més importants per I'éxit del transplantament, que sempre ha
estat lligat a la disfuncid primaria del fetge, ha estat la temperatura de
preservacio. Per poder fer futurs estudis, s'ha dissenyat i implementat un
sistema de monitoritzacié de temperatura que s’ha integrat al Liver on a Chip.

El sistema de monitoritzacié de temperatura ha estat desenvolupat amb Arduino
i com a sensor s’ha utilitzat un termistor. Per la visualitzacié de les dades s’ha
realitzat una interficie grafica d’usuari amb Matlab GUI. Posteriorment, per
simular les condicions de transplantament hepatic s’ha dissenyat un sistema que
permet canviar els liquids que entren al Liver on a Chip y s’ha dissenyat el
protocol a seguir. Finalment s’ha realitzat una prova experimental per validar els
dos sistemes.

-11 -
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RESUMEN

El trasplante hepatico es un procedimiento del que se han realizado numerosos
estudios a lo largo de los afnos. En este proyecto, se ha disefiado e implementado
un sistema para simular las condiciones de un procedimiento de trasplante
hepatico en una camara de co-cultivo celular, que simula las condiciones
fisioldgicas del higado (Liver on a Chip), para poder hacer estudios sin utilizar
modelos animales.

Uno de los factores mas importantes para el éxito del trasplante, que siempre ha
estado ligado a la disfuncidon primaria del higado, ha sido la temperatura de
preservacion. Para poder hacer futuros estudios, se ha disefiado e implementado
un sistema de monitorizacion de temperatura que se ha integrado en el Liver on
a Chip.

El sistema de monitorizacién de temperatura ha sido desarrollado con Arduino y
como sensor se ha utilizado un termistor. Para la visualizacion de los datos se ha
realizado una interfaz grafica de usuario con Matlab GUI. Posteriormente, para
simular las condiciones del trasplante hepatico se ha disefiado un sistema que
permite cambiar los liquidos que entran en el Liver on a Chip y se ha disefiado el
protocolo a seguir. Finalmente, se ha realizado una prueba experimental para
validar los dos sistemas.
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ABSTRACT

The liver transplantation is a procedure, which has been studied for many years.
In this project, the conditions of a liver transplantation have been simulated in a
co-culture cell chamber, which simulates the physiological conditions of the liver
(Liver on a Chip), for the use of further studies.

One of the main factors for the transplantations success, which has always been
linked to the primary dysfunction of the liver, has been the preservation
temperature. A monitoring system that tracks the temperature has been
designed in order to research and improve the liver transplantation procedure.

The monitoring system that tracks the temperature has been developed with
Arduino and a thermistor has been used as a sensor. A graphical user interface
has been created using Matlab GUI for the visualization of the data. Also a fluidic
system has been designed in the co-culture cell chamber for the simulation of
the transplant. Finally, an experiment has validated both designs implemented in
the project.
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CAPITULO 1:
JUSTIFICACION,
OBJETIVOS Y
ALCANCE

Este primer capitulo estd compuesto por tres apartados que completan el
presente proyecto. El primero, denominado justificacién, contiene las razones
de su realizacién y la importancia del mismo. En el segundo apartado se expone
el objetivo principal y los especificos propuestos para la realizacion del proyecto.
Y por ultimo, en el tercer apartado, se describe el alcance.

1.1. Justificacion

El éxito de un trasplante depende de una conjuncién de hechos, de los cuales se
han realizado numerosos estudios; la temperatura optima de preservacion del
organo, tiempo de isquemia, farmacos para reducir dafnos durante la isquemia-
reperfusion, etc. El presente proyecto puede resultar muy Util para hacer nuevos
hallazgos en el campo del trasplante hepatico, ya que es la primera vez que se
pretende simular las condiciones de un trasplante hepatico en un Organ On a
Chip.

En la actualidad, los estudios de trasplantes hepéaticos se basan en la
experimentacién animal. Hoy en dia los Organ on a Chip son una tecnologia
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investigacion que se estd desarrollando pero ya existen muchos modelos. Estos
son una evolucidn de las técnicas in vitro convencionales que replican
condiciones fisioldgicas de una manera mas real que los cultivos convencionales.
Realizar estudios sobre el trasplante hepatico en un Organ On a Chip supondria
llegar a nuevos hallazgos con un ahorro en el uso de animales asi como una
metodologia rédpida y de bajo coste.

La integracién del sistema de monitorizacion de temperatura en la cdmara
microfluidica se ha realizado debido a la gran importancia que tiene este factor
en el éxito del trasplante por lo que resultaria Util conocer esta variable a tiempo
real durante los experimentos y poder hacer estudios donde intervenga este
factor.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo principal

El objetivo principal del proyecto ha sido simular en una cdmara fluidica con co-
cultivos celulares (Organ on a Chip) las condiciones que se presentan durante un
trasplante hepatico. Ademas se propuso disefar e implementar un sistema para
la monitorizacion la temperatura durante la simulacion de un trasplante hepatico
en el Organ on a Chip.

1.2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos para la implementacion del sistema de control de
temperatura y para la simulacién de las condiciones de trasplante fueron los
siguientes:

- Definicidon de conceptos previos; Organ On a Chip, trasplante hepatico,
estructura camara de co-cultivos, etc.

- Estado del arte de sistemas de monitorizacién de temperatura.

- Definicion de los componentes y software utilizados para el sistema de
monitorizacion (sensores, Arduino y Matlab GUI).

- Definiciéon de las ventajas de la simulacion del trasplante hepatico en el
Biorreactor.

- Disefo e implementacién del sistema de monitorizacion de temperatura, y
del protocolo a seguir para la simulacion de un procedimiento de
trasplante hepatico.

- Validacion experimental de los sistemas disenados.
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1.3. Alcance

Realizando la simulacion de un procedimiento de trasplante hepatico en un Organ
on a Chip se podrian realizar numerosos estudios a cerca de todos los factores
que intervienen en el éxito del trasplante.

Hoy en dia, los Organ on a Chip se utilizan para realizar estudios de toxicidad de
farmacos. La mayoria de los fallos primarios del érgano durante la primera
semana después de la realizacién del trasplante hepatico son a causa de los
dafios producidos por la isquemia reperfusion. Se han realizado distintos estudios
en los que se pretende conseguir un farmaco que reduzca estas lesiones pero la
mayoria no han alcanzado una aplicacion clinica. La simulacién del trasplante en
la camara podria resultar muy Gtil para la prueba de estos farmacos para
minimizar esta problematica.

El protocolo de isquemia reperfusiéon que simula el sistema disenado, permitira
realizar estudios in vitro que simulan mejor los comportamientos in vivo. Con
este diseno se abrirdn nuevas lineas de investigacidon que permitiran mejorar el
procedimiento de trasplante de 6rgano (estudios comparativos entre liquidos de
preservacion, tolerancia a tiempos de isquemia, temperatura Optima de
preservacion, etc.).

-19 -



Juilia Villalba Burrull

CAPITULO 2:
INTRODUCCION

Se trata de un proyecto multidisciplinar que se ha desarrollado en dos centros
distintos. La parte tecnoldgica se ha trabajado en el Institut de Microelectronica
de Barcelona y la parte biolégica en el Laboratorio de Hemodinamica de
Barcelona del Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer donde se
han realizado los experimentos. A continuacién se realiza una breve explicacion
de cada uno de los centros.

2.1. Institut de Microelectronica de Barcelona

El proyecto ha sido desarrollado en el Grup d’Aplicacions Biomediques (GAB) del
Institut de Microelectronica de Barcelona (IMB). El IMB (Figura 2.1) es uno de los
tres institutos que forman el Centro Nacional de Microelectrénica (CNM), el
centro de investigacion y desarrollo de Micro-Nanosistemas de Espafia, el cual
pertenece al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, el CSIC.

Figura 2.1. Centro Nacional de Microelectrénica.
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El IMB esta situado en Bellaterra, en el campus de la Universidad Auténoma de
Barcelona (UAB) i tiene un equipo de unas 200 personas aproximadamente. Las
estructuras principales del IMB-CNM son la Sala Blanca de Micro vy
Nanofabricacidon i algunos laboratorios complementarios para procesado de
microsistemas, encapsulado de dispositivos y caracterizacién eléctrica. Todo este
equipamiento estd considerado como una ‘“Infraestructura Cientifica vy
Tecnoldgica Singular” (ICTS).

Las actividades de investigacion que se desarrollan en el GAB estan en el marco
de Micro-Nano-Biosistemas, es una de las lineas de investigacibn mas
productivas del IMB. La mision principal del GAB es aprovechar las capacidades
tecnoldgicas que ofrece el IMB para crear microsistemas aplicados a la
biomedicina, las tecnologias en desarrollo y la fabricacion de dispositivos
innovadores capaces de ofrecer nuevas soluciones a diferentes aplicaciones en
este campo. Actualmente una de las lineas de investigacién del GAB esta
centrada en el disefio y desarrollo de diferentes Organ on a Chip.

2.2. Institut d'Investigacions Biomediques
Agusti Pi i Sunyer (IDIBAPS)

Las pruebas experimentales se han realizado en el Laboratorio de Hemodinamica
Hepatica de Barcelona del Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i
Sunyer (IDIBAPS/CIBER-EHD).

Este proyecto se realiza en colaboracién con el Laboratorio de Hemodinamica
Hepatica Barcelona donde se estd usando el biorreactor para el desarrollo de
investigaciones de las enfermedades del higado como por ejemplo la hepatitis, el
carcinoma hepatocelular, la cirrosis, etc., asi como para pruebas y eleccién de
terapias personalizadas utilizando células hepaticas obtenidas de pacientes.

2.3. Ventajas de simular las condiciones de un
trasplante hepatico en el Organ on a Chip

El éxito del trasplante depende de una conjuncién de hechos, entre los que los
factores dependientes del donante son el primer eslabén cronolégico (Seller-
Pérez et al. 2008).
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La principal limitacion del trasplante hepatico hoy en dia es la falta de donantes.
En Espafia hay una tasa muy alta de donantes de 6rganos comparado con el
resto de paises, pero aun asi el nUmero de pacientes en lista de espera es mayor
gue el niumero de donantes.

El nimero total de trasplantes hepaticos realizados en territorio espafiol durante
el afio 2013 es de 1093. Esto supone una tasa de 23,2 trasplantes por millon de
habitantes, lo que sitla a Espafia entre las maximas registradas a nivel
internacional junto con Bélgica, Croacia, Portugal o EUA, datos 2011 (Fig. 2.2).

% #2007 #2008 2009 2010 @2011 2012 2013

25 - 13,1 23,2
20 4

15

USA CAN AUSTL GRE ITA AUS BEL GER DEN SWE SWI UK FRA POR SPA

Figura 2.2. Actividad de trasplante hepatico (pmp). Espafia versus otros paises. 2005-
2013 (Organizacién Nacional de Trasplantes 2013).

Para contrarrestar la falta de érganos disponibles para ser trasplantados se han
desarrollado diversas estrategias con el fin de optimizar el uso de los érganos de
los que se dispone. Estas estrategias han ido encaminadas a aumentar, entre los
organos disponibles, el nUmero de érganos que son trasplantados mediante: la
reevaluacion y ampliacion de las variables de aceptacion de un d6rgano para ser
transplantado; y el desarrollo de diversas técnicas de trasplante alternativas a la
convencional.

No todos los 6rganos disponibles para ser trasplantados son aceptados (Figura
2.3). Los 6rganos son sometidos a una valoracién individual y una vez conocidas
sus caracteristicas, son aceptados o no para ser trasplantados segun unos
criterios preestablecidos en la practica clinica. Debido a la experiencia acumulada
con el paso de los anos, actualmente el nimero de 6rganos aceptados para ser
trasplantados ha aumentado debido a que se han ampliado las variables de
aceptacién de un 6rgano.
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Figura 2.3. Higados no validos (n° absoluto y porcentaje). 1990-2013 (Organizacion
Nacional de Trasplantes 2013).

De este modo, la edad maxima y media de los donantes de higado ha ido
amplidndose con los afios y este factor ya no es considerado limitante a la hora
de seleccionar o no como aceptable un 6rgano para ser trasplantado. De la
misma forma, enfermedades crdénicas padecidas por el donante, como la
hipertension arterial o la diabetes mellitus que anteriormente provocaban que los
organos fueran descartados para trasplantar, no son consideradas actualmente
como condicién indispensable para que el drgano no sea utilizado.

Pese a todas estas consideraciones, una proporcion elevada de los o6rganos
disponibles para ser trasplantados son desechados por considerarse que no son
aptos para el trasplante debido a que presentan un alto riesgo de desarrollar
disfuncién tras la intervencion, son los denominados higados subdptimos o
marginales (Figura 2.4).

PATOLOGIA
SISTEMICA
(Tumoral/infe
cciosa) ; 16;
5%

OTRAS

HiGADO
PATOLOGICO;
322;93%

Figura 2.4. Causas de no implante. 2013 (Organizacién Nacional de Trasplantes 2013).
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Una futura linea de investigacion podria estar relacionada con la esteatosis
hepatica que es la mayor causa de no trasplante. Actualmente aproximadamente
el 54% de los higados marginales desechados por ser considerados no aptos
para el trasplante son descartados por presentar infiltracion grasa (esteatosis
hepatica) (Esther Carrasco Chaumel 2005) (Figura 2.5).

Otras H 7
Tumor extrahepdtico 13
Problemas anatdmicos 5
Ateromatosis 23
Mala perfusion 15
Aspecto isquémico 21
Biopsia patolégica 26
Fibrosis H 12
Cirresis — 37
Aspecto macroscopico | 77
Esteatosis 110
0 20 40 60 80 100 120

Figura 2.5. Causas de higado patoldgico. 2013 (Organizacion Nacional de Trasplantes
2013).

La temperatura es otro parametro clave en la preservacion de 6rganos que ha
sido constantemente ligado a disfuncién primaria (PNF) por este motivo se han
llevado a cabo muchas investigaciones utilizando medidas indirectas y/o en
modelos animales durante un trasplante.

Otra de las ventajas que tendria tener la simulacién de un trasplante de higado
seria poder investigar a cerca de la isquemia reperfusion. La isquemia-
reperfusion esta estrechamente relacionada con el desarrollo de fallos primarios
de los injertos (ocurre en menos del 5% de los trasplantes) y con la disfunciéon
primaria de éste (ocurre en el 10-30% de los casos) debido a la lesidén celular y
de la matriz extracelular, lo que ocasiona mayor incidencia de rechazo
inmunitario y favorece la pérdida del higado trasplantado (Ildefonso and Arias-
Diaz 2010).
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CAPITULO 3:
EL TRASPLANTE
HEPATICO

3.1. El higado

El higado es un 6rgano complejo con multitud de funciones, es el érgano mas
grande del cuerpo. Es de color marrdén y presenta una superficie externa lisa.
Tiene un peso aproximado de 1400 g en las mujeres y 1800 g en los hombres, lo
gue supone alrededor del 2 % del peso de una persona adulta. El higado recibe
el aporte de sangre de dos fuentes: el 80 % le llega desde la vena porta, que
tiene su origen en el bazo y el intestino, y el 20 % restante es sangre oxigenada
procedente de la arteria hepatica (Sibulesky 2013).

Se encuentra en la parte superior derecha abdominal (Figura 3.1) y desempefa
un papel central en la homeostasis. Es responsable de la sintesis, el
metabolismo, el almacenamiento, filtracion y eliminacion compuestos de vitales,
junto con algunas funciones inmunes.
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Higado

Figura 3.1. Situacion del higado en el cuerpo humano.

A través de la sintesis y la secrecion de la bilis, el higado permite la digestiéon y
absorcion de compuestos grasos, y muchos productos de desecho, como la
bilirrubina, son eliminados por la secrecién de la bilis. El higado proporciona al
cuerpo casi todas las proteinas plasmaticas principales como la albumina,
transferrina, la protrombina, fibrindgeno, lipoproteinas, etc. Una funcién
importante del higado es el mantenimiento de los niveles de glucosa en la sangre
a través de la sintesis de (Glucogénesis) y almacenamiento de la glucosa (como
glucogeno) (Tortora and Derrickson 2008).

3.1.1. Estructura del higado

Estd situado en la parte superior derecha del abdomen, justo debajo del
diafragma. Se compone por dos lébulos (derecho e izquierdo), y a su vez cada
I6bulo se subdivide en segmentos. A cada segmento le llega una ramificacion de
la arteria hepatica, sale una ramificacién de la vena hepatica y también le llega
una ramificacion de la vena porta. A esta paquete vascular tan complejo se le
suma la via biliar, también distribuidas sus ramas desde cada segmento (aecc
contra el cancer 2015).

El parénquima hepatico esta formado por (segarra e. fisiologia de los aparatos y
sistemas, n.d.):

Lobulillos hepaticos: Son subunidades irregularmente hexagonales (Figura
3.2a) formadas por laminas de hepatocitos que se disponen en forma radial en
torno a una vena central, ubicada en el centro del lobulillo.

Espacios porta o triades: Son areas triangulares situadas en los angulos de los
I6bulos hepaticos, constituidas por un estroma conjuntivo laxo; contienen en su
interior una rama de la arteria hepatica, una rama de la vena porta y un
conductillo biliar; la bilis producida por los hepatocitos se vierte en una red de
canaliculos dentro de las laminas de hepatocitos y fluye, en forma centripeta al
I6bulo, hacia los conductillos biliares de los espacios porta.
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Sinusoides hepaticos (Figura 3.2c): Son capilares que se disponen entre las
laminas de hepatocitos y donde confluyen, desde la periferia de los ldbulos, las
ramas de la arteria hepatica y de la vena porta (Figura 3.2b); la sangre fluye
desde las triadas hasta la vena central, circulando en forma centripeta; la pared
de los sinusoides esta formada por una capa discontinua de células endoteliales,
que carecen de membrana basal. En los sinusoides confluyen la circulacién
hepética y porta. Estos drenan su contenido a la vena hepética central, de ésta a
las venas hepaticas derecha e izquierda, y finalmente a la vena cava inferior.

Espacio de Disse: Es un estrecho espacio perisinusoidal que se encuentra entre
la pared de los sinusoides y las laminas de hepatocitos, ocupado por una red de
fibras reticulares y plasma sanguineo que bafia libremente la superficie de los
hepatocitos. En el espacio de Disse se produce el intercambio metabdlico entre
los hepatocitos y el plasma donde se forma la abundante linfa hepatica. En este
espacio también se encuentran células estrelladas hepaticas, de forma estrellada
y su funcién es almacenar vitamina A, regula y produce tejido conectivo.

Células de Kupffer: Son macrofagos fijos pertenecientes al sistema fagocitico
mononuclear que se encuentran adheridos al endotelio y que emiten sus
prolongaciones hacia el espacio de Disse. Su funcién es fagocitar eritrocitos
envejecidos (en un 20 %, y el 80 % en el bazo) y otros antigenos. Ademas
actlan como células presentadoras de antigeno.

Hepatocitos: Constituyen alrededor del 80% de la poblacidon celular del tejido
hepatico. Son células poliédricas con 1 o 2 nucleos esféricos poliploides y un
nucléolo prominente. Presentan el citoplasma aciddfilo con cuerpos basofilos, y
son muy ricos en organulos. Ademas, en su citoplasma contienen inclusiones de
glucogeno y grasa. La membrana plasmatica de los hepatocitos presenta un
dominio sinusoidal con microvellosidades que mira hacia el espacio de Disse y un
dominio lateral que mira hacia el hepatocito vecino. Las membranas plasmaticas
de dos hepatocitos contiguos delimitan un canaliculo donde sera secretada la
bilis. La presencia de multiples organulos en el hepatocito se relaciona con sus
multiples funciones: la sintesis de proteinas (albimina, fibrindbgeno vy
lipoproteinas del plasma), el metabolismo de hidratos de carbono, la formacion
de bilis, el catabolismo de farmacos y tdxicos y el metabolismo de lipidos,
purinas y gluconeogénesis.
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Figura 3.2b. I/ustracién 3D de media Figura 3.2c. Ilustracién de un sinusoide
estructura acino. hepatico.

3.2. Caracteristicas del Trasplante hepatico

La historia del trasplante hepatico (TH) se remonta al afio de 1963, cuando
Thomas Starzl realizé el primer TH en un nifio que padecia atresia biliar, el cual
soOlo sobrevivid 5 horas. En el mismo afio, 2 meses mas tarde, Starzl practicé su
segundo TH, esta vez en adultos, y se considera a éste como el primer TH
exitoso de la historia. El paciente fallecié a los 22 dias del postoperatorio a causa
de una embolia pulmonar (Villa et al. 2006). El TH estd indicado en las
enfermedades hepaticas progresivas en las que no sean posibles otras medidas
terapéuticas y en las que la supervivencia esperada al ano sea inferior a la que
se conseguiria con el trasplante.
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El trasplante hepatico, hoy en dia, no sélo es una de las alternativas terapéuticas
plenamente consolidadas, sino que ademas se estd convirtiendo en uno de los
principales tipos de trasplante que se realizan en el mundo, y de forma especial
en nuestro pais.

Segun datos del Registro Mundial de Trasplante desarrollado por la ONT
(Organizacidon Nacional de Trasplante) en colaboracién con la Organizacion
Mundial de la Salud, cada afio se realizan en el mundo mas de 21.000
trasplantes hepaticos, lo que hace que la actividad de los equipos espanoles de
trasplante hepatico suponga el 5.4% de la actividad en el mundo, hecho de gran
relevancia teniendo en cuenta que la poblacién espafiola representa apenas el
0.7% de la poblacion mundial (Organizacion Nacional de Trasplantes 2013).

A continuaciéon se puede observar la actividad global de todos los centros
espafioles desde el inicio de este tratamiento en Espanfa.
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Figura 3.3. Trasplante hepdatico. Actividad en Espafia. 1993-2013 (Organizacion
Nacional de Trasplantes 2013).

3.2.1. Causas del trasplante hepatico

En los adultos, la causa mas frecuentes que conduce a la necesidad de un
trasplante de higado es la infecciéon con virus de la hepatitis C crénica. Otras
condiciones en adultos que comuUnmente requieren un trasplante de higado
incluyen:

- Virus de la hepatitis B
- Enfermedad de higado graso no alcohdlica

- Cirrosis biliar primaria
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- Colangitis esclerosante primaria

Entre los tumores, hepatoblastoma (en nifios) y carcinoma de hepatocelllular (en
adultos) son las formas mas comunes que requieren un trasplante de higado.
Causas menos frecuentes incluyen sobredosis (accidental o suicida) con
medicamentos que dafian el higado como paracetamol o insuficiencia hepatica
aguda debido a hepatitis viral A o B.

Algunas condiciones comunes y raras que pueden conducir a insuficiencia
hepéatica y la necesidad de un trasplante de higado incluyen complicaciones de la
cirrosis hepatica (Prieto et al. 2003) (Figura 3.4).
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Hepatocarcinoma

26% Colestasica

(sin CA)
8,4%

Enf Metabdlicas
(sin CA)
3,2%

Cirrosis Hepatocel
(sin CA)
54,1%

Figura 3.4. Gréfico enfermedad de base de los receptores (1984-2013) (Organizacion
Nacional de Trasplantes 2013).

En los nifios, una razén comun de trasplante de higado es atresia biliar, en la
cual los conductos biliares que transportan la bilis del higado a la vesicula biliar y
ayuda en la digestién no desarrollados totalmente. En los meses iniciales de vida
puede realizarse una cirugia reconstructiva para corregir esta condicién. Sin
embargo, algunos nifos pueden pasar a desarrollar ictericia profunda y la
insuficiencia hepatica finalmente.

3.2.2. Tipos de trasplante hepatico

Existen distintas técnicas de trasplante de higado que pueden realizarse a un
paciente:

Técnica de Split: La técnica de Split o biparticion hepatica permite el uso de un
solo higado para trasplantar a dos pacientes diferentes. Inicialmente se
desarrollé ante la dificultad de obtener higados para pacientes pediatricos, ya
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que éstos requieren un escaso volumen hepatico. De esta forma, esta técnica
comenzd a realizarse utilizando un mismo higado que se implantaba en un
receptor pediatrico y en otro adulto (Esther Carrasco Chaumel 2005).

Trasplante domind. Pacientes con un higado de estructura y funciéon correcta
son sometidos en algunas ocasiones al trasplante del 6rgano para controlar el
avance de un trastorno metabdlico que afecta gravemente a su salud, es lo que
sucede en pacientes con polineuropatia amiloidotica familiar. El higado sustraido
de estos pacientes puede ser aprovechado para ser trasplantado a su vez en
pacientes de edad avanzada o con tumores hepaticos de mal prondstico en los
que la supervivencia esperada tras el trasplante sea menor que el tiempo de
desarrollo de los sintomas de polineuropatia amiloidotica familiar (Esther
Carrasco Chaumel 2005).

Trasplante hepatico con injerto procedente de donante vivo. Consiste en
la escision de un segmento de uno de los |6bulos del higado de un donante vivo y
su posterior implante, generalmente a un familiar con relacion sanguinea con el
donante. Actualmente esta modalidad quirdrgica representa una alternativa
valida y segura en centros con experiencia en cirugia hepatica llegando a
representar el 25% del total de los trasplantes realizados (Esther Carrasco
Chaumel 2005).

Donante a corazon parado. El donante a corazon parado fue en el inicio del
trasplante hepatico la Unica fuente de drganos hasta que se aceptd el concepto
de muerte cerebral. Actualmente se distinguen dos tipos de donantes a corazén
parado, controlados y no controlados. Muchos centros descartan el uso de los
donantes no controlados (en los que el fallecimiento del donante ocurre en una
situacion fuera del control hospitalario) puesto que en este tipo de donantes no
se puede conocer con exactitud el tiempo en el que el drgano permanece en el
interior del organismo sin irrigacion sanguinea antes de su extraccion (tiempo de
isquemia caliente) y las distintas experiencias en trasplante no son muy
alentadoras. Sin embargo, numerosos estudios muestran que el trasplante de
higados y otros o6rganos, tales como el rifidn, procedentes de donantes
controlados (en los que el fallecimiento del donante tiene lugar bajo control
hospitalario y por lo tanto en los que se puede minimizar el tiempo de isquemia
caliente) da lugar a resultados semejantes a los obtenidos con donantes
cadavéricos aunque con un mayor riesgo de complicaciones biliares, y por tanto
podrian constituir una fuente importante de donantes de higado (Esther Carrasco
Chaumel 2005).

El desarrollo de algunas de estas técnicas ha sido posible debido a la capacidad
de regeneracion del higado ante el dafio tisular, que a diferencia de otros tejidos
con capacidad de regeneracion, no depende de un grupo de células germinales
(células stem) sino que se produce por la proliferacion de las células hepaticas
maduras (Esther Carrasco Chaumel 2005).
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3.2.3. Procedimiento del trasplante hepatico

El tipo de trasplante hepatico mas corriente es el que se conoce como "trasplante
ortotdpico". Un trasplante de higado ortotdpico trata de tres operaciones:

- Extracciéon del higado enfermo del receptor
- Extraccién del higado sano del donante
- Implante del higado del donante receptor

La extraccion del higado enfermo del receptor es la mas dificultosa de las tres
operaciones, por las siguientes razones:

- El higado es la fabrica de las sustancias coagulantes. Los pacientes con
higados enfermos no fabrican la suficiente cantidad de sustancias
coagulantes, con lo que existe la tendencia al sangrado durante la cirugia.

- Un higado enfermo ocasiona "hipertension portal", que es un estado de
congestion de la sangre que intenta filtrarse por el higado. Esto hace mas
compleja la intervencion quirdrgica.

- Una gran mayoria de las personas que necesitan un trasplante de higado
es porque tiene cirrosis, un proceso de cicatrizacion del tejido hepatico que
hace que la separacion o aislamiento del higado de los tejidos circundantes
se vuelve mas dificil.

La extraccién del higado del donante se verifica normalmente en el hospital
dénde se produjo el fallecimiento. Esta operacion no es especialmente dificil. Una
vez que el higado ha sido extraido, se enfria, se le hace fluir toda la sangre
interna, y se introduce en una solucién de preservacion. Se coloca en una bolsa
de plastico estéril y se rodea de hielo.

Una vez extraido el higado enfermo, se introduce el nuevo higado y se conectan
los vasos sanguineos y los conductos biliares. Se restablece el flujo circulatorio
de la sangre y el higado comienza poco a poco a fabricar las sustancias
anticoagulantes, con lo que va disminuyendo progresivamente el riesgo de
hemorragias, a la vez que se reduce también progresivamente la hipertension
portal. Se suturan las heridas y el trasplante esta finalizado. Con frecuencia hay
durante varias horas e incluso dias un sangrado persistente, aun cuando la
operacion se ha desarrollado perfectamente, porque la funcién del higado se
vuelve perezosa al haberse enfriado en hielo durante varias horas. En casi un
20% de casos, se necesita una segunda operacion uno o dos dias después del
trasplante a fin de limpiar la sangre que ha rezumado durante el periodo en el
que el higado todavia no habia empezado a trabajar adecuadamente (Asociacién
de trasplantados de Asturias 2015).
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3.2.4. Fases temperatura durante un trasplante hepatico

La temperatura es un parametro clave en la preservacion de érganos que ha sido
constantemente ligado a disfuncion primaria (PNF). EIl CNM desarrollé un sistema
miniaturizado previo a este proyecto para el monitoreo continuo de Ia
temperatura del injerto durante el trasplante (Figura 3.5), para evaluar el
verdadero valor de las temperaturas de almacenamiento utilizando protocolos
estandar. Estas medidas abarcaban todo el proceso de trasplante e incluian la
fase de transporte completo (Villa et al. 2006).

Figura 3.5. Higado monitorizado para el estudio en el CNM.

En el campo de los trasplantes, la hipotermia ha sido considerada como el
método estandar para la preservacion de érganos. El protocolo seguido implico la
colocacion de una bolsa estéril que contenia el 6rgano sumergido en solucion UW
en un recipiente con agua y hielo. Debido a que el injerto se perfunde con
solucion UW fria y la hipotermia se mantiene durante la exposicidén indirecta al
granizado de hielo, se ha dicho siempre que el injerto se mantiene a una
temperatura media de 4°C, que es también la temperatura de refrigeradores
estandar y salas frias hospitalarias en las que se hace la preservacion de los
tejidos.

Se llevd a cabo la monitorizacion de la temperatura intraparenquimal continua
del aloinjerto de higado humano mediante la insercién de la aguja hasta la
profundidad maxima en el higado antes de la perfusion en la cavidad abdominal.
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Figura 3.6. Datos de temperatura intraparenquimosa durante el estudio del CNM (Villa
et al. 2006).

Los resultados de la Figura 3.6 describen las diferentes etapas de la preservacion
del injerto. En este trasplante, se utilizd una técnica rapida de perfusién para la
recuperacion del higado. Tanto la aorta como la vena portal se canulan sin
diseccion preliminar de la vasculatura hepatica. Después del pinzamiento arterial
y la perfusidon con soluciéon de preservacion UW helada, se inicia la adicion de
granizado de hielo en la cavidad abdominal.

Como puede verse en la Figura 3.6, estos procesos provocan un rapido descenso
de la temperatura del injerto, hasta 16 °C en 11 min, después de la perfusion de
2 L de solucién de preservacion de la Universidad de Wisconsin helada. Durante
la siguiente fase (21 min), el higado se extrae y todas sus estructuras vasculares
se identifican en un entorno sin sangre. Al final de este periodo, la temperatura
del higado desciende a 10 °C, y es en esta temperatura que el injerto se coloca
en la ‘back table’, rodeado de hielo granizado, donde finalmente llega y se
estabiliza a 4 °C.

Figura 3.7. Bolsa estéril con el higado en el interior.
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A raiz de los embalajes (Figura 3.7) y de insercion del injerto en al fresco en la
nevera de transporte (Figura 3.8), el injerto se enfria hasta 0.1 ° C a 0.2 ° C,
una temperatura a la que se mantiene estable durante las proximas 6 horas. Una
vez extraido el higado de la nevera, la temperatura sube lentamente de 0,1°C a
10C en 10 minutos.

Figura 3.8. Nevera con el higado en el interior embalado.

Pasado el tiempo de transporte, el higado es extraido de la nevera y la
temperatura del injerto sube de 0,1°C a 1°C en 10 minutos en la “back table”.
Entre el tiempo previo del refrigerador y el posterior en la “back table” Ila
temperatura estuvo 75 minutos de media a 7°C, este periodo ha sido observado
en varios estudios en el tiempo, en el que se decia que tiempos tan largos podian
ser perjudiciales y en este trasplante que se realizd el monitoreo de la
temperatura se demostrdé que el hecho de estar 75 minutos a esa temperatura
superior a los 49C no era perjudicial en los casos que hubiese complicaciones,
confirmando estudios previos que se habian realizado con trasplantes de higados
de cerdos no estaban en lo correcto.
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CAPITULO 4:
ORGAN ON A CHIP

El concepto de Organ On a Chip es una evolucion de las técnicas de los cultivos
celulares in vitro convencionales, estos han sido desarrollados para superar las
limitaciones de los sistemas in vitro. Aunque los sistemas in vivo, como podrian
ser los modelos animales, nos ayudan a entender muchos fendmenos bioldgicos,
a veces son demasiado complicados para algunos estudios (Blitterswijk and Boer
2014). Los Organ on a Chip son sistemas de cultivos celulares microfluidicos que
simulan la fisiologia y las funciones de un drgano y son utilizados para fines
biolégicos y médicos. Estas camaras microfluidicas estdn en perfusién
continuamente y son cdmaras del tamafo de micrometros.

El objetivo final no es construir y dar vida a un 6rgano completo para remplazar
un oérgano en un trasplante sino para replicar condiciones fisioldgicas y poder
realizar estudios en ellos. Esta tecnologia tiene un gran potencial para avanzar
en el estudio del desarrollo de los tejidos, la fisiologia de 6rganos y la etiologia
de enfermedades. En el contexto de descubrimiento y desarrollo de
medicamentos, es especialmente valioso para el estudio de la toxicidad de los
farmacos o para la identificacion de biomarcadores.

El sistema mas simple de Organ On a Chip es una Unica camara microfluidica
perfundida, que contiene un tipo de célula cultivada que exhibe funciones de un
tipo de tejido. En disefios mas complejos, dos o mas microcanales estan
conectados por membranas porosas, bordeadas en lados opuestos por diferentes
tipos de células, para volver a crear interfaces entre diferentes tejidos (por
ejemplo, pulmédn interfaz-alveolar capilar o barrera sangre-cerebro)(Huh et al.
2010).
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Estos sistemas pueden incorporar fuerzas fisicas, incluidos los niveles
fisioldgicamente relevantes de tensién de cizallamiento del fluido, deformacion
ciclica y compresion mecanica, y el analisis de respuestas especificas de 6rganos,
incluido el reclutamiento de células inmunes circulantes, en reaccién a los
medicamentos, toxinas u otras perturbaciones ambientales. La palabra 'Chip' en
el Organ On a Chip se deriva del método de fabricacién original, una forma
modificada de grabado fotolitografico utilizado para la fabricacion de microchips
de ordenador, que permite el control de formas y tamafos caracteristica de la
superficie en la misma escala (nm a m) que las células vivas pueden detectar y
responder en su medio natural. (Mummery et al. 2014)

4.1. Concepto de Liver On a Chip

El higado es el érgano principal para el metabolismo de los farmacos y por este
motivo es un objetivo primario para estudiar la toxicidad producida por ellos. La
toxicidad in vivo es una de las principales razones para el fracaso de
aproximadamente el 90% de los medicamentos después de la primera i costosa
fase de los ensayos clinicos (Khetani et al. 2015).

En modelos in vitro se puede predecir mejor la toxicidad que en los modelos de
animales vivos que se utilizan habitualmente para los ensayos preclinicos. Puede
ayudar a reducir la tasa de fracaso de los medicamentes en las ultimas etapas
del proceso del descubrimiento de farmacos. Ademas, con estos modelos in vitro
se eliminarian los problemas de diferencias entre especies y ensayos clinicos
humanos y se podrian investigar enfermedades que actualmente no existe
ningun buen modelo animal que sirva. Ademas se reduce el uso de animales para
los estudios clinicos.

Para poder llegar a este objetivo, estos sistemas pretenden imitar de manera
optima las condiciones del higado, para evaluar el metabolismo de los farmacos y
la toxicidad. Los sistemas de cultivo estaticos no son ideales ya que carecen de la
continua perfusién que tiene el 6rgano en realidad.

4.2. Experiencia del GAB en Organ on a Chip

Las enfermedades hepaticas son un problema clinico importante en nuestra
sociedad, siendo considerado una prioridad en la investigacion biomédica. El GAB
ha desarrollado un biorreactor de cultivo de células en 3D que imita el interior de
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un sinusoide hepatico. Para ello, utiliza un sistema de fluidica para establecer un
microambiente sinusoidal cercano a la realidad.

El Liver On a Chip desarrollado en el IMB trata de un biorreactor que consiste en
una camara de cultivo donde se adapta una membrana permeable que separa la
camara de cultivo en dos. La membrana estd modificada previamente para
delimitar el area de cultivo y también para adaptarse al canal del biorreactor, de
manera que el cultivo celular que previamente se ha hecho sobre ella es
sometido a una tensidn de cizallamiento homogénea y controlada. Por otro lado,
en el otro compartimento del biorreactor (base de la tapa inferior) se cultiva otro
tipo celular y asi poder estudiar su comunicacion paracrina (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Estructura del Liver on a Chip.

En el caso del los experimentos realizados en el GAB, se han cultivado células
endoteliales en la membrana y en la parte inferior células hepaticas, simulando
asi el sinusoide hepatico (Figura 4.2).

membrane @ endothelial cells (EC)
=) flow direction <®C hepatic stellate cells (HSC)

Figura 4.2. Seccién esquemaética del Liver on a Chip (Illa et al. 2014).

Este sistema permite una gran area de cultivo y al no estar la membrana
integrada en la camara, también permite que los cultivos se puedan realizar
independientemente fuera de ella y en condiciones estaticas. Ademas, la
membrana es el Unico elemento de un solo uso por lo que abarata y simplifica su
utilizacion. Finalmente, y de la misma manera que el sistema permite el cultivo

- 38 -



Sistema de Monitorizacion de Temperatura para una Cdmara de Co-cultivo Celular para Simular un Procedimiento de Trasplante Hepdtico

independiente, también permite el estudio por separado de las células cultivadas
una vez terminados los experimentos de co-cultivo.

En resumen, el disefio de la invencidn se puede dividir en tres partes:

- La membrana permeable que permite la interaccién entre los dos tipos
celulares.

- La camara de cultivo que integra los canales microfluidicos y donde se inserta
la membrana.

- El sistema fluidico externo de perfusion que incluye el sistema de inyeccién y
recirculacion.

La membrana porosa: La membrana porosa (Figura 4.3) usada en los
experimentos es una membrana comercial de PTFE, hidrofilica, de 47um de
didmetro y poros de 1um (Omnipore, Millipre). Para delimitar el area de cultivo y
poder ser usada en la camara, esta modificada mediante la estructuracion de un
borde fabricado con un adhesivo elastomérico de silicona. De esta forma se
define el area de cultivo, hace la funcion de junta torica para que la céamara sea
estanca bajo perfusion como podemos observar en la figura que se muestra a
continuacioén:

Figura 4.3. Esquema del biorreactor de dos placas con detalle de la membrana y de la
placa superior.

Dicha junta esta fabricada mediante fresado de un molde en metacrilato con el
negativo del borde a fabricar. El molde esta rellenado con la silicona y tapado
con la membrana para que la silicona difunda a través de ella. Seguidamente se
expuso la silicona a luz UV para curar la silicona y que queda inmovilizada sobre
la membrana. Finalmente se separd del molde obteniendo la membrana con el
borde integrado (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Membrana de PTFE con el borde de silicona estructurado sobre ella.

La camara de cultivo: La camara de cultivo estd formada por dos partes
independientes. Las dos partes estan fabricadas en metacrilato (PMMA). El
mecanizado de las ldaminas de PMMA se realizé mediante fresado de alta
precision con control numérico (CNC).

En la parte interior de la tapa superior (Figura 4.5) se estructuran los canales de
entrada y salida de liquidos, las piscinas de entrada y salida que sirven para
uniformizar el flujo del liquido a lo largo de todo el ancho del canal (tal y como
muestran las simulaciones tedricas de la Figura 4.6), el canal que delimita el
area de cultivo y el alojamiento exterior donde se incrusta el borde de silicona
estructurado sobre la membrana.

Figura 4.5. Parte interior de la tapa superior de la cdmara de cultivo.

A continuacion se detallan las partes de la tapa superior de la camara de co-
cultivo:

(1) Canal de entrada.
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(2) Canal de salida.
(3) Piscinas de entrada y salida.
(4) Canal (piscina) que delimita el area de cultivo de la membrana.

(5) Alojamiento exterior para incrustar el borde de silicona estructurado
sobre la membrana.

(6) Agujeros para unir las dos piezas de metacrilato. Las flechas rojas
indican la direccién y sentido del flujo. De los dos agujeros de entrada y
salido solo se ha usado uno (el otro se ha mantenido tapado).

slice: Velocity magnitude (m/s) Arrow Volume: Velocity field

A 14875107
X107

vo

Figura 4.6. Simulacién del flujo (velocidad) que circula por el canal.

En la simulacidén del flujo que circula por el canal que delimitan la membrana y la
parte superior del biorreactor se observa que no existen diferencias significativas
a lo largo del ancho y largo del canal a parte de las zonas donde hay las piscinas
de entrada y salida (donde no hay cultivos).

BOTTOM LAYER

Figura 4.7. Parte superior de la tapa inferior de la camara de cultivo.
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A continuacion se detallan las partes de la tapa inferior de la camara de co-
cultivo:

(1) Piscina interior, area de cultivo.

(2) Reservorio para almacenar los excedentes de liquido durante el cultivo
en la piscina interior.

(3) Agujeros para unir las dos piezas de metacrilato.

La tapa inferior (Figura 4.7) de PMMA también estd mecanizada mediante
fresado de alta precision. En ella esta definida una piscina de cultivo donde se
cultiva el segundo tipo celular. También se mecaniz6 un reservorio externo para
almacenar el liquido sobrante al cultivar dentro de la piscina interior.

La estanqueidad del sistema se consigue apretando ambas tapas de metacrilato
gracias a los tornillos (Figura 4.8) que se alojan en los agujeros que hay hechos
en ambas tapas de la cdmara. Al apretar las tapas con la membrana estructurada
entre ellas, la silicona actla como junta torica haciendo que el sistema sea
estanco durante la perfusiéon. Ademas, este sistema modular, permite que una
vez acabado el experimento la membrana pueda ser sacada de la camara de
cultivo y los diferentes tipos celulares puedan analizarse separadamente.

Figura 4.8. Camara de cultivo cerrada con una membrana situada entre ambas tapas.

El sistema de perfusion: El sistema de perfusidon consiste en una bomba
peristaltica que inyecta el medio de cultivo contenido en un reservorio a la
camara de cultivo donde en la entrada y salida de liquidos se colocan conectores
para poder conectar tubos de silicona por donde fluye dicho medio. La salida de
la cdmara va conectada directamente al reservorio de manera que el sistema es
recirculante.
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Antes de la entrada a la cdmara de cultivo se instala un filtro antiburbujas
(Speedflow, GVS) que evita que las burbujas que se puedan generar en el
sistema lleguen a la zona de cultivo.

Durante los experimentos todo el sistema exceptuando la bomba peristaltica se
sitla dentro de una incubadora con % de CO; y humedad controlados, tal y como
refleja el esquema de la Figura 4.9. Es importante destacar que todos los
elementos del dispositivo pueden ser esterilizados mediante éxido de etileno o
mediante luz UV (Centro Nacional de Microelectrénica 2014).
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Figura 4.9. Montaje del sistema de perfusion.
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CAPITULO 5:
SISTEMA DE
ADQUISICION
DE DATOS

Es necesaria una fase inicial de analisis para hacer una seleccién del hardware y
herramientas de software del que se hard uso para realizar un sistema de
monitorizacién de temperatura aplicado a un biorreactor. En este capitulo se va a
abordar las fase previa al desarrollo, donde se hace una pequefia descripcion de
los objetos seleccionados para el sistema de control de temperatura (Arduino i
Matlab GUI).

Un sistema de adquisicién de datos es un equipo que permite tomar sefales
fisicas del entorno y convertirlas en datos que posteriormente se podran procesar
y presentar. A veces el sistema de adquisicidon es parte de un sistema de control,
y por tanto la informacion recibida se procesa para obtener una serie de sefiales
de control. En el diagrama de la Figura 5.1 se pueden observar los bloques que
componen un tipico sistema de adquisicién de datos.
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Figura 5.1. Diagrama de bloques de un sistema de adquisicién de datos (Juan Antonio
Rubia Mena 2010).

5.1.1. Caracteristicas principales de un sistemas de adquisicion de
datos

A continuacion se presentaran de manera general algunas de las caracteristicas
y funciones mas sobresalientes de un sistema de adquisicion de datos (Neyra
and Fernando Gabino 2009).

- Especificaciones de las entradas analdgicas.

- Numero de canales.

- Velocidad maxima de muestreo.

- Resolucion de los datos.

- Mecanismo de muestreo de las entradas analdgicas.

- El bus de comunicacién con la PC

- El aislamiento eléctrico del dispositivo.

- Software controlador o driver para comunicarse con el equipo.

Conocer como afecta cada una de las funciones y caracteristicas anteriores, el
rendimiento total del sistema de adquisicion de datos, es clave para determinar
si el sistema cumple con los requisitos que el proceso demanda. A continuacién
se describen las funciones y caracteristicas anteriores.

Especificaciones de las entradas analégicas: lLas especificaciones de la
entrada analdgica, sirven para determinar la capacidad y precision del dispositivo
de adquisicion de datos. Las especificaciones mas basicas son: el nimero de
canales, la maxima velocidad de muestreo, la resolucién y el rango de entrada.

El nimero de canales: El nimero de canales analdgicos de entrada se
especifica en nimero de entradas diferenciales y entradas de terminal sencilla.
Las entradas de terminal sencilla estan referenciadas a una terminal de tierra
comun. Es recomendable utilizar este tipo de entrada analdgica cuando las
sefiales de voltaje son mayores a 1 V, las terminales de la fuente de la sefial
estan a menos de 5 metros y todas las entradas comparten la misma tierra. Si
las sefiales no cumplen con los criterios anteriores, se recomienda utilizar los
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canales de entrada en modo diferencial. Con entradas diferenciales, cada entrada
tiene su propia referencia a tierra; de esta forma los errores por ruido se reducen
debido a que el ruido captado normalmente por una sola terminal se cancela
entre las terminales.

Velocidad maxima de muestreo: La velocidad maxima de muestreo de un
convertidor analdgico/digital determina la velocidad en que ocurren las
conversiones. A mayores velocidades de muestreo, se adquieren mas datos en
un periodo de tiempo y por lo tanto se representa mejor la sefial original. Para
aplicaciones de multiples canales, existen dos arquitecturas principales de los
convertidores de sefial analdgica/digital para adquirir las sefiales: muestreo
multiplexado y simultaneo.

Resolucion de los datos: La resolucion es el nUmero de bits que el convertidor
analdgico/digital utiliza para representar la sefial analdégica. A mayores
resoluciones, mejor serd la detecciéon en los cambios minimos de voltaje de la
sefal.

Mecanismo de muestreo: Para configurar un sistema de adquisicion de datos
de multiples canales, es importante no soélo considerar la maxima velocidad de
muestreo y el nimero de canales, sino también el mecanismo de muestreo de
los canales ya que éste también determinard la velocidad de lectura de los
canales de entrada y la precisién del dispositivo de adquisicion de datos. En
términos generales, se pueden identificar tres mecanismos para el muestreo de
los canales analdgicos: multiplexado, simultdneo de muestreo y retencion y
simultaneo con multiples convertidores de sefial analdgica/digital. A continuacion
se describird cada uno de estos mecanismos y sus areas de aplicacion.

Bus de comunicacion con la PC: El propdsito principal de un bus de
comunicacion es enviar comandos y datos entre el dispositivo de medicion y una
unidad central, como un PC, o entre diferentes dispositivos, como tarjetas
insertables. Hoy en dia, existe una gran variedad de buses de comunicacién
disponibles para dispositivos de adquisicion de datos: desde buses antiguos,
como GPIB o serial hasta buses populares externos como USB. Terminando con
buses internos de muy alta velocidad como PCI y PXI Express.

La eleccion del bus de comunicacion en el dispositivo de adquisicion de datos
dependerd mucho de las caracteristicas de las aplicaciones en donde se utilizara.
En cuestiones de velocidad de transferencia, un bus de comunicacion se puede
definir por dos caracteristicas: el ancho de banda y la latencia. El ancho de
banda mide la velocidad a la cual los datos son enviados a través del bus,
regularmente en mega bytes por segundo, o MB/s. Un mayor ancho de banda es
importante para aplicaciones donde se trabaja con sefiales complejas o sefiales
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de RF. La latencia mide el retraso en la transmisién de datos a través del bus.
Una menor latencia introducird menos tiempo de retraso entre los datos que son
transmitidos desde un extremo de comunicacién hasta que son procesados en el
otro extremo.

Software controlador o driver para comunicarse con el equipo: El
controlador es la capa de software que permite la comunicacion con el hardware
desde el software de aplicacion en la PC. El controlador permite al usuario indicar
al hardware de adquisicion de datos cudles son los parametros bajo los cuales
debe operar (como el rango o la velocidad de muestreo) ademas de indicarle las
operaciones que debe realizar (configurar la memoria de entrada, leer uno o
multiples canales, etc.). Uno de los beneficios de contar con un controlador es
que previene al ingeniero de programar a nivel de registro o enviar comandos
complicados de manera manual para acceder a las funciones del hardware.
ComuUnmente el controlador es uno de los factores menos considerado al
momento de elegir un sistema de adquisicién de datos; sin embargo, un software
controlador intuitivo y con acceso completo al hardware es crucial para asegurar
un rapido desarrollo de la aplicacién de medicion.

5.1.2. Sensores de Temperatura

La temperatura es una de las variables mas criticas en el momento de
monitorizar un cultivo celular por lo que los equipos que se utilizan son de alta
precision. Una precision de = 0,5°C o menos, normalmente esta considerado
adecuado para la monitorizacidon de cultivos celulares, mientras que variaciones
de 1 - 1,5°C pueden llegar a ser inaceptables en muchos casos.

Los sensores de temperatura son dispositivos que transforman los cambios de
temperatura en cambios de sefales eléctricas que son procesados por un equipo
eléctrico o electréonico. Hay distintos tipos de sensores que pueden medir la
temperatura, pero los mas comunes son los termopares, las RTDs y los
termistores (“Transductores de Temperatura Y Humedad” 2015). El sensor de
temperatura, tipicamente suele estar formado por el elemento sensor, de
cualquiera de los tipos anteriores, la vaina que lo envuelve y que esta rellena de
un material muy conductor de la temperatura, para que los cambios se
transmitan rapidamente al elemento sensor y del cable al que se conectaran el
equipo electrdnico.

RTD

Los instrumentos de medida de temperatura mas comunes utilizados en los
procesos bioldgicos son los RTD (Resistance Temperature Detector). Los RTDs
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tienen una alta precision y alta exactitud con un coste moderado y un tiempo de
respuesta de pocos segundos. Un RTD es un sensor de temperatura basado en la
variacién de la resistencia de un conductor con la temperatura (Figura 5.2). Los
metales empleados normalmente como RTD son platino, cobre, niquel y
molibdeno. El RTD de platino es una buena opcién debido a su alta linealidad y el
amplio rango de temperaturas aplicable, por este motivo es el que se utiliza mas
comunmente para los cultivos celulares.

SOPORTE INTERIOR A A 5 A AMIC
EXTERIOR OE FLATHO ENVOLTURA EXTERN AISLAMIENTO CERAMICO

\ e
——RESISTENCIA ‘ %
pE
PLATINO j=, ;

CAPAS AISLANTES LN!LO DE CONEXION

Figura 5.2. Componentes de un RTD (“Instrumentacion Para El Monitoreo de Un
Biorreactor” 2015).

Termopares

El termopar, también llamado termocupla, recibe este nombre por estar formado
por dos metales, es un instrumento de medida cuyo principio de funcionamiento
es el efecto termoeléctrico. Un material termoeléctrico permite transformar
directamente el calor en electricidad, o bien generar frio cuando se le aplica una
corriente eléctrica. El termopar genera una tensién que esta en funcién de la
temperatura que se estd aplicando al sensor. Midiendo con un voltimetro la
tensidn generada, conoceremos la temperatura.

Para procesos bioldgicos también se utilizan los termopares. Estos, tienen un
coste mas bajo y son mas robustos que los RTDs; no obstante, la medida de
temperatura no es ni tan precisa ni tan estable como lo que obtenemos con un
RTD. Por este motivo los termopares se utilizan en procesos menos sensibles a
las fluctuaciones de temperatura, por lo que estaria descartado para este
sistema.

Termistores

Los termistores estan basados en que el comportamiento de la resistencia de un
semiconductor variable en funcidn de la temperatura. Pasa una corriente a través
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del termistor, a partir de ahi se lee el voltaje y se puede determinar su
temperatura, igual que las RTDs. El material base con que estan fabricados los
termistores es un semiconductor (igual que los transistores) que deja pasar
parcialmente la corriente.

Existen dos tipos de termistores, los termistores tipo NTC (Negative Temperature
Coefficient) y los termistores tipo PTC (Positive Temperature Coefficient). En los
primeros, al aumentar la temperatura, disminuye la resistencia. En los PTC, al
aumentar la temperatura, aumenta la resistencia.

El principal problema de los termistores es que no son lineales segun la
temperatura por lo que es necesario aplicar formulas para determinar la
temperatura segun la corriente que circula. La ventaja de los termistores frente a
otros sensores de temperatura es el bajo precio de estos, su amplio rango de
medida y lo extendidos que se encuentran, lo que permite encontrar dispositivos
a los que se pueden conectar sin mayores problemas.

De igual forma que otros sensores resistivos como la PT100, los termistores
sufren el efecto del autocalentamiento por el paso de corriente, por lo que hay
que ser cuidadosos en la tensidn y corriente que hacemos circular por el sensor
para evitar falsos aumentos de temperatura. A continuacién vemos una imagen
de los distintos tipos de termistores.

-——wm — J—

o®o Ell'”‘\’.;]

/ | ——

au 1y ="e

f [H\ l; (5]
T
V4
Figura 5.3. Tipos de termistores (“Instrumentacion Para El Monitorieo de Un
Biorreactor” 2015).
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5.1.3. Microcontroladores

Hardware libre

Open source hardware (OSHW) se refiere al conjunto de dispositivos disefiados
con la misma filosofia que el software Free and open source software (FOSS).
Open source hardware es parte del movimiento Open Source, que se aplica como
concepto. El término significa que la informacién sobre el hardware esta
accesible facilmente. Tanto el diseno del hardware se refiere (planos mecanicos,
esquemas, PCB, cddigo HDL y disposicion del circuito integrado) como a software
que utiliza el hardware. Ambos son llevados a cabo con el enfoque de software
libre abierto y gratuito. Se elegido una plataforma que sigue esta filosofia
(Wagenknecht 2015).

Arduino

Arduino es una plataforma de prototipado electrénico basada en el principio del
hardware y software libre. Al igual que Firefox fue en su dia el caballo de batalla
del software libre, Arduino también lo esta siendo en el mundo del Hardware
Open Source. Arduino puede tomar informacion del entorno a través de sus pines
de entrada de toda una gama de sensores y puede afectar aquello que le rodea
controlando luces, motores y otros actuadores. El microcontrolador en la placa
Arduino se programa mediante el lenguaje de programacién Arduino (basado en
Wiring) y el entorno de desarrollo Arduino (basado en Processing). Los proyectos
hechos con Arduino pueden ejecutarse sin necesidad de conectar a un
ordenador, si bien tienen la posibilidad de hacerlo y comunicar con diferentes
tipos de software.

A continuaciéon se enumeran una serie de datos importantes que condicionan la
eleccion de la placa Arduino (Figura 5.4) segun el uso que le vayamos a dar.

GND
Pines Digitales Salida serial TX

Pin de referencia analogico Entrada serial RX

Boton reset

Programador serie

Microcontrolador
Fuente de

alimentacion
externa

Pines analogicos

GND

Figura 5.4. Placa Arduino UNO ("Arduino” 2015b).
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Lo principal es tener una idea de la cantidad de pines analdgicos y digitales que
necesitamos para nuestro trabajo. Este primer escrutinio nos permite descartar
algunas placas mas simples que no tengan suficientes pines o, al contrario,
descartar las de mayor niumero de ellos para reducir los costes puesto que con
menos pines nos conformamos.

También podemos deducir el tamafio de cdédigo que vamos a generar para
nuestros sketchs. Un programa muy largo, con muchas constantes y variables
demandara una cantidad mayor de memoria flash para su almacenamiento, por
lo que se debe elegir una placa adecuada para no quedarnos cortos. La RAM sera
la encargada de cargar los datos para su inmediato procesamiento, pero no es
uno de los mayores escollos, puesto que esto solo afectaria a la velocidad de
procesamiento. La RAM va ligada al microcontrolador, puesto que ambos afectan
a la agilidad de procesamiento de Arduino.

En los Arduino’s oficiales podemos diferenciar entre dos tipos fundamentales
de microcontroladores, los de 8 y 32 bits basados en ATmega AVR y los SMART
basados en ARM de 32 bits y con un rendimiento superior, ambos creados por la
compafia Atmel.

Por ultimo, en cuanto al voltaje, no importan demasiado a nivel electrdnico,
excepto en algunos casos, para tener en cuenta la cantidad de tensién que la
placa puede manejar para montar nuestros circuitos. Esto no supone mayor
problema, puesto que una placa de Arduino podria trabajar incluso con tensiones
de 220v en alterna con el uso por ejemplo de relés. Pero cuando queremos
prescindir de una fuente de alimentacién externa, hay que tener en cuenta que
este es el voltaje que se puede manejar. Y entre otras cosas marcar el limite
para no destruir la placa con sobretensiones no soportadas. Pero no confundas el
voltaje al que trabaja el microcontrolador y al que funcionan los periféricos de la
placa.

5.1.4. Interfaz grafica de usuario: Matlab GUI

Las interfaces graficas de usuario o interfaces de usuario (GUI) permiten un
control sencillo (con uso de ratdn) de las aplicaciones de software, lo cual elimina
la necesidad de aprender un lenguaje y escribir comandos a fin de ejecutar una
aplicacion.
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Las apps de MATLAB son programas auténomos de MATLAB con un frontal
grafico de usuario GUI que automatizan una tarea o un calculo. Por lo general, la
GUI incluye controles tales como menus, barras de herramientas, botones vy
controles deslizantes. Muchos productos de MATLAB, como Curve Fitting Toolbox,
Signal Processing Toolbox y Control System Toolbox, incluyen apps con
interfaces de usuario personalizadas. También es posible crear apps
personalizadas propias, incluidas las interfaces de usuario correspondientes, para
que otras personas las utilicen (MathWorks, 2015). GUIDE (entorno de desarrollo
de GUI) proporciona herramientas para disefiar interfaces de usuario para Apps
personalizadas (MathWorks 2015).

[ JoN | untitled.fig
File Edit View Layout Tools Help
NEg| £« B9 0 aFBHhd B2 b

)

(=)(=)
0B
(=)=)
(=)(e)
(1))

Tag: figurel Current Point: [0, 0] Position: [624, 351, 672, 388]

Figura 5.5. Editor de disefio de GUIDE.

Mediante el editor de disefio de GUIDE (Figura 5.5), es posible disenar
graficamente la interfaz de usuario. GUIDE genera entonces de manera
automatica el cédigo de MATLAB para construir la interfaz, el cual se puede
modificar para programar el comportamiento de la app .
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CAPITULO 6: DISENO E
IMPLEMENTACION DEL
SISTEMA DE
MONITORIZACION DE
TEMPERATURA

A continuacion se detallan todos los pasos necesarios para el disefio e
implementacion del sistema de monitorizacion y la metodologia seguida para la
integracion de este en el Liver on a Chip. Tanto el material utilizado como la
disposicidn y configuracion de estos.

6.1. Sensor de temperatura: Termistor NTC

Uno de los aspectos fundamentales para lograr una adquisicién de datos correcta
es elegir un sensor 6ptimo para la aplicacién que se desea realizar. Como hemos
visto en el marco teodrico, existen diferentes sensores que se utilizan actualmente
para la monitorizacion o control de temperatura en biorreactores. Entre ellos, los
mas frecuentes en cultivos celulares in-vitro son los termistores y las RTDs.
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Para la monitorizaciéon de temperatura en el Biorreactor (Liver on a Chip) se ha
optado por un termistor NTC (2123, Genesee BioMedical, Inc.) que podemos
observar en la figura 6.1. Se trata de una aguja para la monitorizacién de la
temperatura del miocardio durante la cirugia. Se ha seleccionado por su rango de
medida de -5 °C a 50 °C y su resolucion de <0.1 °C, suficiente para las
especificaciones requeridas en nuestra aplicacion (+ 0.5 °C de 4 a 37 °C).

Figura 6.1. Aguja para la monitorizacion del miocardio.

6.1.1. Acondicionamiento de sehal

Muchos transductores, como los termistores, presentan una variaciéon de la
resistencia con la temperatura no lineal. Resulta fundamental realizar un buen
acondicionamiento de sefial para obtener valores correctos al medir. Los datos
del termistor NTC proporcionados por Genesee BioMedical estan representados
en la siguiente curva Resistencia -Temperatura:

Curva R-T del temistor NTC

45000
40000 \\
_ 35000
€ 30000 AN
25000 -
20000
15000

10000
5000

Resistencia (

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (2C)

Figura 6.2. Curva R-T del termistor seleccionado.
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Para compensar el comportamiento no lineal del sensor se ha optado por un
divisor de tension, tal como en la figura 4.30, donde la tensidon de salida (Vs) es:

3.3V

Figura 6.3. Esquema del circuito.

Ry (T)

S = R +R(T) (6.1)

Donde Rt es la resistencia del termistor. De esta manera se obtiene un valor de
tensién que depende linealmente con la temperatura. Para maximizar la
sensibilidad en el rango de temperatura especificado, se ha escogido el valor de
R; que maximiza el rango de Vs para la escala de temperatura de 4 a 37 °C.

El valor maximo de Vs:

_ Rp(37°0C)
Vs = Ry+Rr(37°C) (6.2)
El valor minimo de Vs:
Ry(4°C

R{+Rp(490)

Conociendo los valores proporcionados por el fabricante:
Rp(4°C) = 26740,56 Q
Rr(37°C) = 6014,23 Q
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y con la ayuda del programa Matlab calculamos el rango de tension de Vs (4 -
37 °C) dependiendo del valor de R1 (Figura 6.4):

Rpu = linspace(le3,1@0e3,1e3); %Creamos vector valores posibles de Rpu
R4 = 26748.56; % R a 42C
R37 = 6014.23; %= R a 37°2C

Vind = 3.3 .% (R4./(Rd+Rpu)); % Valor de tension min. a medir
Vin37 = 3.3 .* (R37./(R37+Rpu)); % Valor de tensidn max. a medir

Vr = Vind = Vin37; % Rango de tensiones

[¥ I] = max{V¥r);%s Buscamos en que R la tensidn Vs es max.
disp{Rpu(I})

plot{Rpu, Vr)

title('Rango de tensidn Vs (de 42C a 379C)°)
xlabel{'R1 (Ohmios)")

ylabel( Vs (V)')

Figura 6.4. Script de Matlab para el calculo de R1.

Rango de tension ¥s (de 4°C a 37°C;
1.3 T T T T

1.2¢ €—— R1 =12,7 KQ .

Vs (W)

1 1 1 1

0 2 4 3 8 10
R1 (Ohmios) %107

Figura 6.5. Gréfica del rango de tensiones (de 4°C a 37°C).

De la figura 6.5 se obtiene que el rango de tensién de Vs entre 4 y 37 °C es
maximo (~1,2 V) cuando R1 vale 1,27 kQ. Con este valor de R1, la potencia
disipada en RT por efecto Joule sera inferior a ~0,3mW, de manera que el error
por autocalentamiento sera despreciable.
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La curva resistencia/temperatura de un termistor se puede aproximar por la
siguiente ecuacion:

B.(l_ 1 )
Ry = Ryep-e \" Tref (6.4)

Donde las temperaturas estan en °K, Rref es la resistencia a la temperatura Tref
y B (o B) es una constante del termistor.

La constante del termistor en un rango de temperaturas se puede calcular
mediante la siguiente ecuacion:

ja—

R
n(R—l
2
1_1

1 I

——

B = (6.5)

Con los valores dados por el fabricante:

1 (2674—0,50)

B = — A2 = 3882,49 K (6.6)

(3°C+273)k (37°C+273)k

Obtenemos que la constante B del termistor NTC es de 3882,49 K. Asi, la ecuacién
que relaciona la resistencia del termistor con la temperatura queda de la
siguiente manera:

3882,49-(%—%)

R, = 3279,78 - e (6.7)

6.1.2. Integracidn del sensor en el biorreactor

El mecanizado del biorreactor se ha realizado mediante la fresadora Roland
MDX-40 usando el software VCarve Pro. Desde el software se puede indicar a la
fresadora las profundidades a fresar en cada zona de un dibujo 2D. Para poder
insertar el sensor el primer paso fue hacer la piscina de salida de flujo del
biorreactor mas profunda. El termistor fue integrado en la piscina que hay en la
salida de la cdmara (Fig. 6.6) para no interferir en el flujo homogéneo que se
habia conseguido previamente.
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Figura 6.6. Parte superior de la camara sefialando situacién del sensor.

La profundidad inicial de la piscina era de 2,5mm, con la ayuda del software
VCarve Pro y la fresadora (Fig. 6.7) se ha modificado la profundidad de la piscina
de salida, siendo ahora de 5 mm para que el sensor se pueda insertar dentro de
la cdmara y pueda estar en contacto completo con los fluidos que se perfunden
en la cdmara.

Figura 6.7. Parte inferior de la cdmara en la fresadora.

Antes de insertar el termistor ha sido necesario desmontarlo (Figura 8.8a y
6.8b). El montaje que viene de fabrica es muy voluminoso, tiene una montura
que complicaba la insercion de éste en la camara. Por este motivo se ha
separado, por un lado ha quedado el termistor con el cable (Figura 6.8b), por
otro la aguja y por otro el cabezal, el cual ha sido desechado.
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Figura 6.8a. Termistor. Figura 6.8b. Termistor desmontado.

Una vez desmontado el termistor, se hizo un agujero con una broca de 1,5 mm
de didmetro en el lateral de la camara a la altura de la piscina hasta llegar a la
piscina que hay a la salida de la cdmara del mismo diametro que la aguja del
termistor. Una vez realizado el agujero en primer lugar se ha insertado la aguja
sola del sensor la cual ha quedado sujetada a presion (Figura 6.9).

Figura 6.9. Aguja en la parte superior de la cdmara.

Posteriormente, en el mismo agujero se ha vuelto a pasar la broca pero esta
segunda vez con un didmetro de 2,5 mm para que pudiese pasar el cable del
termistor hasta la aguja. A continuacion se ha puesto el termistor dentro de la
aguja a través del agujero que se ha ampliado (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Termistor integrado en la parte superior de la camara.

De este modo el termistor queda completamente dentro de la camara y el
sistema queda sujetado a presion y estanco.

6.2. Adquisicidon datos: Arduino

Existen una cantidad resefiable de proyectos que afrontan el reto de construir un
sistema de monitorizacion de temperatura. Los proyectos existentes que miden
la temperatura dependiendo del enfoque desde donde los miremos, los podemos
clasificar de distintas maneras. La clasificacion por la que hemos seleccionado el
sistema la podriamos separar entre proyectos de cddigo abierto y propietario.
Existen varias comunidades, que desarrollan software de cddigo abierto,
orientadas a determinadas plataformas. Otras en cambio no publican su cédigo.
Pero no solo eso. Al tratarse de aparatos fisicos, también los esquemas de
alguna(s) parte(s) del hardware pueden hacerse publicas o no. Un claro ejemplo
de hardware open-source es Arduino.

Arduino, ademas de simplificar el proceso de trabajar con microcontroladores,
ofrece algunas ventajas respecto a otros sistemas:

- Sistema asequible, de bajo coste.

- El software de Arduino funciona en los sistemas operativos Windows,
Macintosh OSX vy Linux. La mayoria de los entornos para
microcontroladores estan limitados a Windows.

- El entorno de programacion de Arduino es facil de usar para principiantes
y lo suficientemente flexible para los usuarios avanzados. Pensando en los
profesores, Arduino estd basado en el entorno de programacion de
Procesing con lo que el estudiante que aprenda a programar en este
entorno se sentira familiarizado con el entorno de desarrollo Arduino.
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- El software Arduino esta publicado bajo una licencia libre y preparado para
ser ampliado por programadores experimentados. El lenguaje puede
ampliarse a través de librerias de C++, y si se estd interesado en
profundizar en los detalles técnicos, se puede dar el salto a la
programacion en el lenguaje AVR C en el que esta basado. De igual modo
se puede afadir directamente cédigo en AVR C en tus programas si asi lo
deseas.

Para la implementacion del disefio se ha optado por Arduino Due. Las
especificaciones del Arduino Due son las siguientes:

Tabla 6.1. Tabla de las especificaciones de Arduino Due (Arduino 2015a).

Especificaciones
Microcontrolador AT91SAM3X8E
Voltaje de operacion 3,3V
o g
Limites de voltaje 6-20V
Pines I/0 54 (12 con PWM)
Entradas analdgicas 12 (12 bits)
Salidas analdgicas 2 (DAC)
Salida maxima I/0 130 mA
Corriente maxima 800 mA
SRAM 96 KB (64 + 32 KB)
Memoria para programa 512 KB
Velocidad 84 MHz

Como hemos visto en el marco teorico, para que un sistema de adquisicion de
datos cumpla con nuestros objetivos tenemos que fijarnos principalmente en las
siguientes caracteristicas:

- Especificaciones de las entradas analdgicas: Arduino Due cuenta con 12
entradas analdgicas y un conversor analdgico digital (ADC). A través de un
multiplexor se consigue un multiplexado temporal que permite muestrear
las 12 entradas analdgicas con un Unico ADC.

- Numero de canales: La placa Arduino posee 6 canales conectados a un
conversor analdgico de 12 bits.

- Velocidad maxima de muestreo: El conversor tarda aproximadamente
100 ps (0,0001 s) en leer una entrada analdgica por lo que se puede llevar
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6.2.1.

una tasa de lectura maxima aproximada de 10.000 lecturas por segundo.
La velocidad resulta suficiente ya que el objetivo es obtener 1 muestra
cada 2 segundos.

Resolucion de los datos: Arduino Due tiene un ADC de 12 bits de
resolucién. Esto significa que el nimero de cuentas serda de 2!? (4096).
Esto proporciona una resolucion en la lectura de: 3,3 V/ 4096, es decir,
0,0008 Vv (0,8 mV).

El bus de comunicacion con la PC: Una vez configurado el Arduino, los
datos se envian por la propia conexiéon USB, pero simulando un puerto
serie, en este caso el puerto es /dev/tty.usbmodem1411.

Configuracién Hardware Arduino

Una vez elegido el sensor, se prepard la placa Arduino. Para ello, se soldaron los
componentes del esquema 4.26 en una placa de topos que posteriormente iria
insertada en la placa Arduino. Un conector entre los pines de masa y entrada
analégica A0 para facilitar la conexidon del termistor, y una resistencia de
1.27 kQ / 0.1 % (R;) entre los pines de +3,3V y AO. El montaje final se puede
ver en la figura 4.35.

Por otro lado se ha cambiado el conector del termistor para adecuarlo a la placa
de arduino:

6.2.2.

Figura 6.11. Conector para el sensor en la placa de Arduino.

Configuracién Software Arduino

A continuacién se programo el Arduino para muestrear A0 en intervalos de 10 s,
procesar los datos para obtener la temperatura y enviar el resultado al PC. El
procedimiento para adquirir los datos es el siguiente;
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- Se leen las cuentas de la entrada analdgica AO.

- Se realiza la media de las cuentas cada 5 valores para que no haya tanta
fluctuacion entre datos.

- Se convierte el valor de cuentas en voltaje.

- Mediante la ecuacion del circuito calculamos la resistencia del termistor.

- Con la ecuacién del termistor en funcion de la resistencia encontramos el
valor de temperatura.
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A continuacion vemos el algoritmo del procedimiento seguido (Figura 6.39).

Inicio

v

Declaracion e
inicializacion de
variables

Setup () «

A

Configuracion
de pines y
puertos serie

Loop () +

Obtener datos

del sensor

Hacer la media
de los 5 valores

v

Leer cuentas
medias

Convertir cuentas
en voltaje

A

A4

Guardar en la
variable

Ha obtenido 5

\4

Calcular
resistencia del
termistor

A

Convertir en
temperatura

A 4

Esperar 10
segundos

Figura 6.12. Algoritmo del programa de Arduino.

En el apartado 1 del Anexo se puede encontrar el programa completo.
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6.3. Interfaz Usuario: Matlab GUI

Con el fin de desarrollar una plataforma que para el uso del sistema de cara al
usuario sea cdmodo y sencillo se ha optado por el uso de la interfaz Grafica de
Usuario (GUI) de Matlab. Se trata de una interfaz de usuario que utiliza un
conjunto de imagenes y objetos graficos para representar la informacion vy
acciones disponibles en la interfaz.

Como en GUI las acciones se realizan mediante la manipulacion directa, el
usuario no tiene que crear un script ni conocer los detalles de programacion para
poder hacer una adquisicién de los datos, de esta manera puede ser usado por
cualquier usuario sin necesidad de conocer el cédigo.

6.3.1. Configuracion Matlab GUI

Se ha hecho que el usuario pueda empezar la monitorizacion de la temperatura
con tan solo un clic. También tienen la opcién de guardar un documento Excel
con los datos recogidos durante el experimento y resetearlo. Por ultimo, un
cajetin le permite al usuario introducir en nombre del puerto USB en el cual se
conectara el Arduino.

Como resumen, en la interfaz han tenido que aparecer los siguientes objetos:

- Cajetin donde poner el nombre del puerto del cual queremos obtener los
datos.

- Botdn para empezar/acabar.

- Grafica donde visualizamos la temperatura en °C en funcion del tiempo en
horas.

- Cajetin donde poner el nombre que queremos guardar el experimento.

- Boton para guardar.

- Botodn para resetear.

Para disefar la interfaz se ha usado el editor donde hemos colocado los botones
necesarios comentados anteriormente (Figura 6.13).
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e Temp_Rev2 fig
File Edit View Layout Tools Help
NDEE $ R0 s Bhd BEHE» b
D T
Maonitorizacién de temperatura
| || e [ [ [ [ [ | | [
LIS
|LFIT_’||1J awesl
(==
(=)=
3|
i)
| pom idevitty. usbmodemi411 _I OPEN !
| I I I

Filg name: Tast s | SAVE | | RESET

Tag: figurel Current Point: [467, 170] Position: [624, 318, 469, 421]

Si haces doble clic en los objetos se abre una ventana donde puedes seleccionar
sus caracteristicas; tamafio de letra, tipo de letra, tipo de botén, nombre del
botén que se usara para escribir el programa, etc. A continuacion se detallan las

Figura 6.13. Editor Matlab GULI.

principales caracteristicas que se han elegido para los objetos:

- Cajetin donde poner el nombre del puerto del cual queremos obtener los
datos: Se trata de un Edit Text, para poder modificarlo seglin el puerto
que queremos usar. En este caso se ha puesto como string que aparezca

puerto que hemos utilizado habitualmente aunque es modificable

el

(Figura 6.14).
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[ ] & Inspector: uicontrol (edit_com "/dev/tty.usbmodem1411")
: BREES

» Base Properties

» Control

¥ Data
Max 1.0 &
Min 0.0 @

P SliderStep [0,01 0,1]

String E | /dev/tty.usbmodem1411 @
TooltipString &
Units characters -
Value 1] [0]

» Position

P Style /Appearance

Figura 6.14. Caracteristicas cajetin.

- Botdon para empezar/acabar (OPEN/CLOSE): Se ha optado por un
pushbutton. Posteriormente con la programacion en matlab se ha hecho
que este varie su nombre de OPEN a CLOSE cada vez que se pulse. Y que
al pulsarlo empiece o pare la adquisicién de datos (Figura 6.15).

[ NON ] Inspector: uicontrol (pushbutton1 "OPEN")

m HH
Min 0.0 @
» Position [40,667 4,667 14,333 2,667]
SelectionHighlight on -
F SliderStep [0,01 0,1]
String £ | OPEN &
Style pushbutton -
Tag pushbuttonl &
Tooltip5tring &
UIContextMenu <None> -
Units characters e

Figura 6.15. Caracteristicas botén Open.

- Grafica donde visualizamos la temperatura en °C en funcion del tiempo en
horas: Se trata de un Axes.

- Cajetin donde poner el nombre que queremos guardar la experiencia: Se
trata de un Edit Text, para poder modificarlo segin el experimento que
estemos realizando. Este nombre es con el que quedaran guardados los
datos de la experiencia en la misma carpeta donde se encuentra el
programa.

- Botdn para guardar (SAVE): Se trata de un pushbutton que guardara los
datos cada vez que se pulse (Figura 6.16).

-67 -



Jiilia Villalba Burrull

[ ] @ Inspector: uicontrol (pushbutton_save "SAVE")

=l ==

Pk SliderStep [0,01 0,1]
string E | SAVE @
Style pushbutton -
Tag pushbutton_save &
TooltipString &
UlConte xtMenu <MNone> A
Units characters -
UserData H| [oxo double array] &
Value 1] [0]
Visible on e

Figura 6.16. Caracteristicas botén Save.

- Botdn para resetear (RESET): Se trata de otro pushbutton que cada vez
que se pulse pondra las variables a cero (tiempo, temperaturas y grafica)
(Figura 6.17).

Inspector: uicontrol (pushbutton_reset "RESET")

ece
H S

SelectionHighlight on -
P SliderStep [0,01 0,1]

String E | RESET &
Style pushbutton -
Tag pushbutton_reset &
TooltipString &
UlContextMenu <None> v
Units characters v
UserData Eﬂ [0x0 double array] &
Value 1) [0]

Figura 6.17. Caracteristicas botén Reset.

Una vez disefada la figura que visualizaremos se ha ejecutado y se ha creado
una funcion donde se ha realizado la programacion, para que cada botéon cumpla
con su objetivo. En el Anexo podemos encontrar la programacion completa vy
todas las caracteristicas de cada objeto.

A continuacion podemos ver el resultado de las distintas capturas de pantalla uno
de los experimentos, el cual nos sirvid para la validacion del sistema. En primer
lugar presionamos el Boton OPEN (Figura 6.18):
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Temp_Rev2

Manitarizacién de temperatura

09 F
0.8 F
07 F
0.6 -
05k
04 r
03F
0.2 F

01

] 1 1 1 1

1] 0.2 04 0.6

For: Mdevitty. usbmodami411 |

OPEN |

File name: Testye | SAVE | | RESET

Figura 6.18. Resultado interfaz Matlab GUI.

Como vemos a continuacién el botén OPEN ha pasado a llamarse CLOSE. Este lo
pulsaremos en el momento que queramos finalizar el experimento. Aqui vemos
los primeros datos tomados y observamos el cambio del botén a CLOSE (Figura

6.19):

242

24

238

236

254

23
i

Temp_Rev2

Monitorizacién de temperatura

Port: fdewity.usbmodemi411 Close

File name: EXPERIENGIA 2 xis | SAVE | | i

Figura 6.19. Interfaz con botén Close.
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Una vez hemos realizado el experimento hacemos clic en SAVE para guardar el
archivo con el nombre que hemos elegido en el cajetin File name , con los datos
de temperatura obtenidos (Figura 6.20).

i @ Temp_Rev2

Monitorizacién de temperatura

0 T T T T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 45
Port: idenitty. usbmodemi411 Open
File nama: EXPERIENGIA 2. x5 SAVE RESET

Figura 6.20. Interfaz con botén Save.

El programa se ha realizado de manera que se guarden los resultados en la
misma carpeta donde esta el programa. De este modo podemos observar como
se nos crea al instante el archivo con los datos y con el nombre que hemos
elegido (Figura 6.21):

Current Folder ®
B (Name &4
EXPERIENCIA 2.csv
) Temp_Rev2.fig
) Temp_Rev2.m

Details ~

Figura 6.21. Experimento guardado en la carpeta que se encuentra el programa.
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Finalmente podemos hacer clic en RESET para realizar un nuevo experimento y
poner a cero todas la variables de tiempo, temperatura y grafica (Figura 6.22).

[ ] Temp_Rev2

Monitorizacion de temperatura

04r

08+

07 r

06+

0.5+

04 r

03F

n2r

oir

i} 1 1 1 1 ]

1] 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Part: Jdevitty.usbmodemi411 | Open |
File name: EXPERIENGIA 3.5 | SAVE | RESET

Figura 6.22. Resultado de apretar el botén Reset.

En el punto 2 del Anexo se puede encontrar el programa completo.
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CAPITULO 7: DISENO E
IMPLEMENTACION DEL
SISTEMA DE
SIMULACION DE LAS
CONDICIONES DEL
TRASPLANTE
HEPATICO

En este capitulo se detalla el disefio realizado para la simulacion de las
condiciones de trasplante hepatico. Después de hacer una busqueda de
informacion vemos que el éxito de un trasplante hepatico depende de muchos
factores. En este punto se describen posibles lineas de investigacién en las que
se podrian realizar hallazgos gracias al disefio realizado en el proyecto.
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Posteriormente, para el disefio se han seguido los conceptos adquiridos en el
apartado del marco tedrico donde se detallaban tanto el procedimiento de
trasplante hepatico como las temperaturas por las que es sometido el higado
durante un trasplante hepatico.

7.1. Disefio de la simulacion de las
condiciones de un trasplante hepatico

7.1.1. Fases simuladas

Para el disefo del procedimiento de trasplante hepatico se ha realizado una
modificacidén del circuito de perfusidn disefado en el GAB previo a este proyecto.
En la Figura 4.22 se puede encontrar el esquema del montaje realizado por el
GAB.

Después de realizar el estudio del marco tedrico acerca del procedimiento de
trasplante hepatico se ha visto la necesidad de modificar el circuito de manera
que permita cambiar el liquido que se perfunde en la camara. Para ello se ha
optado por colocar una valvula de 3 vias a la entrada de la bomba que nos
permite conmutar en los distintos medios:

- Reservorio de medio de cultivo
- Reservorio de liquido de preservacion
- Reservorio de PBS (solucion salina)

Para la salida se ha optado por el uso de otra valvula de tres vias de manera que
se puede conmutar entre los distintos reservorios:

- Reservorio de medio de cultivo: para que recircule.

- Reservorio de desechos (‘Waste’): para que vayan tanto el PBS que
usamos para limpiar la cdmara como el liquido de preservacion cuando se
saca después de la nevera.

Para realizar la simulacién del trasplante hepatico en la cdmara de co-cultivos se
ha simplificado el procedimiento detallado en el marco tedrico en las siguientes
etapas:
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eIncubadora 37 °C
Donante | *Perfusion de medio de cultivo
(Perfusion)
eCampana
Perfusion liq.| *Perfusion liquido de preservacion
Pres.
~
eNevera
Nevera eEstatico
(isquemia) )
~
eCampana
perfusion | ®Perfusion PBS a 37°C
sol. salina )
~
eIncubadora 37°C
Receptor | ¢perfusién de medio de cultivo a 37°C
(Reperfu-
sion) J

Figura 7.1. Esquema fases simuladas.

En esta nueva configuracion realizada para la simulacién del trasplante hepatico
el Biorreactor ha sido montado como se muestra en la Figura 7.2 y conectado
con el sistema de perfusién usando conectores fluidicos. Los tubos utilizados para
conectar todo el sistema son tubos de silicona, mediante ellos se realiza la
recirculacion de fluidos con una bomba peristaltica comercial (Minipuls 3, Gilson).

Después de hacer distintas pruebas del circuito con el sistema de monitorizacion
de temperatura se observd que la temperatura en la camara dentro de la
incubadora no era la esperada, era inferior a la de la incubadora aun dejandola
mas de 10 horas dentro. Se llegdé a la conclusion que el trozo de tubo que iba y
salia de la bomba peristaltica provocaba que el medio se enfriase. Para resolver
este problema se decidié anadir un serpentin de tubo a la entrada de la
incubadora, de tal manera que la temperatura del medio se estabilizase antes de
llegar al biorreactor. Después de esta mejora se comprobd que la temperatura si
que era la esperada.
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Filtro

SERPENTIN antiburbujas Biorreactor
——= 3 .
e =——e0}
. Vélvula 1 Vélvula 2
Bomba peristaltica i ‘ | i ‘ |
Solucién PBS Medio cultive Waste

preservacién

Figura 7.2. Esquema disefio sistema de simulacién de trasplante hepatico.

A continuacion se detalla como se simula cada fase del trasplante en la que se
simula la etapa de isquemia-reperfusion:

Higado en el donante: E| primer paso a simular son las condiciones del higado
en el donante. Para ello, la bomba inyecta el medio de cultivo desde un
reservorio al biorreactor que se encuentra dentro de la incubadora a 37°C
(Figura 7.3).

Incubadora
—
i Filtro
SERPENTIN antiburbujas Blorreactor
R .
foe——re ]
Vélvula 1 Valvula 2

T

Bomba peristaltica

Medie cultive

Figura 7.3. Simulacion higado funcionando dentro del paciente.

Perfusion del liquido de preservacion: Pasadas minimo 12 horas, empieza la
simulacién del trasplante. Para ello, mediante una valvula cambiamos el medio
de perfusién que estaba circulando (medio de cultivo) para pasar a la perfusion
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del liquido de preservaciéon (Figura 7.4). Este procedimiento se realiza dentro de
la campana, se perfunde el liquido hasta que ha pasado por todo el Biorreactor.

Filtro

SERPENTIN antiburbujas Biorreactor

= ' .

e

Vdlvula 1 Vdlvula 2

T

Bomba peristaltica

Solucién
preservacién

Medio cultive

Figura 7.4. Simulacion perfusiéon del liquido de preservacién helado en el higado.

Organo en la nevera: Una vez ha recorrido el liquido de preservacién por todo
el Biorreactor gracias a la bomba peristaltica, se cierra con un tapdén tanto la
entrada del biorreactor como la salida, dejando a la entrada de la camara el filtro
atrapaburbujas (Figura 7.5) para evitar futuras burbujas al volver a conectar el
sistema de perfusion. De este modo simularemos la isquemia fria que sufre el
higado durante el transporte. Una vez provocada la isquemia se mantendra el
Biorreactor (con los tapones) en la nevera (4 °C) por un tiempo que dependera
del experimento que se quiere realizar, en los experimentales llevados a cabo
para validar el sistema este tiempo ha sido de 1 h.

Nevera

——
Filtro
antiburbujas

T pc—

Figura 7.5. Simulacion higado en la nevera.

Biorreactor

Perfusion solucion salina (PBS): Segun el experimento que se desee realizar
el Biorreactor se dejara un tiempo u otro en el refrigerador, al sacarlo lo
pondremos dentro de la campana. Alli se sacan los tapones y mediante el mismo
sistema, con la bomba, se hace la perfusion de PBS caliente (a 37°C) hasta que
haya pasado por toda la cdmara. Asi simularemos el lavado que realizan al
higado previo a la insercion de éste en el receptor, de manera que el higado
queda libre de liquido de preservacién (Figura 7.6).
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Filtro

SERPENTIN antiburbujas Biorreactor

n

. Valvula 1 Vdalvula 2
Bomba peristéltica ; | /
PBS Medio cultive

Figura 7.6. Simulacién perfusién del suero a 37°C en el higado.

Higado en el receptor: Mediante las valvulas podemos empezar a hacer la
reperfusion del medio de cultivo igual que se realiza en el primer paso, pero en
este caso estariamos simulando las condiciones del higado dentro del receptor
(Figura 7.7). De este modo el cultivo celular habra sido sometido a todos los
cambios de temperatura que sufre el higado a lo largo de un trasplante y por
tanto se podran analizar las células después del proceso.

Incubadora

e
Filtro

SERPENTIN antlhurhujas Biorreactor

= .

sy

Vélvula 1 Vélvula 2

T

Bomba peristaltica

Medio cultive

Figura 7.7. Simulacién higado dentro del receptor.

Durante la privacion del flujo en el Biorreactor simulamos la isquemia vy luego
con el restablecimiento del mismo (reperfusién) se provoca el dafio que se
denomina lesidn por isquemia-reperfusion.
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7.1.2. Material para la simulacion

Para el sistema disefiado el material necesario es el siguiente:

Tabla 7.1. Material para simular el procedimiento de trasplante hepatico (Figuras
tomadas en el laboratorio donde se ha realizado el estudio)

Cantidad Material Imagen
1ud Biorreactor
1ud Bomba peristaltica
1ud Tubo bomba peristaltica
6m Tubo silicona 3,2 mm de didmetro
2 ud Valvulas de 3 vias
4 Tapones
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1 Filtro ‘antiburbujas’
2 reservorios con 1 agujero en el
tapdn

4
2 reservorios con 2 agujeros en el
tapon

1 Incubadora (37 °C, 5% CO,)

1 Nevera (4 °C)

7.1.3. Calculo caudal

Las células endoteliales hepaticas dentro del higado se encuentran sometidas a
una tension de cizallamiento “shear stress” provocada por la perfusion del flujo
sanguineo. En numerosos estudios in vitro se ha demostrado que un valor
optimo de tension de cizallamiento influye positivamente en la diferenciacion
celular. En este estudio el valor de tensidn de cizallamiento al que las células han
sido sometidas ha sido de 3 dyn/cm? (Illa et al. 2014).
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Para someter las células endoteliales a una tensién de cizallamiento determinada
se ha ajustado el caudal del medio de cultivo teniendo en cuenta la férmula de la

tension de cizallamiento para la perfusidon en una cadmara de flujo de placas
paralelas:

)}

.'u.Q

T = (7.8)
W-h2

siendo:
T = Tension de cizallamiento
u = Viscosidad del medio
Q = Caudal
w = ancho cadmara
h

= altura cdmara

La tensidon de cizallamiento para obtener la estimulacién optima que requieren
las células endoteliales para permanecer sanas ha sido buscada en distintos
estudios. Finalmente se ha llegado a la conclusion que la tensién de cizallamiento
dptima para las células endoteliales es de 3 dyn/cm? (Illa et al. 2014). Por tanto

este ha sido el valor de tension de cizallamiento que se ha utilizado para calcular
el caudal necesario.

Conociendo la viscosidad del medio de cultivo, las dimensiones de la camara y la

tension de cizallamiento necesaria para estimular las células endoteliales,
podemos encontrar el caudal necesario:

Q=— (7.9)

Conociendo las medidas de la cAmara y la viscosidad;
U medio cuttive = 7,8 + 107 dyn-s/cm?2
w = 2,6214 cm
h =0,04 cm

tenemos que el caudal para someter las células a una tension de cizallamiento de
3 dyn/cm? en nuestro biorreactor es de

347 0,04 m)2-2,6214m
Q =

6-7,8:10° dyn-s/cm?
3 0,2687cm?

(10)

= 15,8 ml/min
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7.1.4. Calibracion bomba peristaltica

Para poder aplicar los caudales calculados ha sido necesario hacer la calibracion
de la bomba peristaltica utilizada, para asi poder conocer la relaciéon entre las
revoluciones por minuto que marca el display de la bomba peristaltica con los
caudales que hemos calculado.

Figura 7.8. Montaje calibracion bomba peristaltica.

En la figura 7.57 se muestra la curva de calibracion obtenida.

Calibracion Bomba Peristaltica

12
£ 10 £
~ 8
E y=0,52x-0,2

6
Nt
E 4_ /
© Q/
? 2
(8]

0

0 5 10 15 20 25
rpm

Figura 7.9. Gréfico de datos tomados para la calibracion de la bomba.

A partir de la ecuacién de la recta encontrada podemos ver las revoluciones por
minuto aplicadas, segun el caudal calculado en el apartado anterior.

Q = 158ml/min> Q = 30 rpm
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CAPITULO 8: PARTE
EXPERIMENTAL

Se han realizado 3 experimentos completos con células hepaticas para validar los
dos sistemas disefiados; tanto la simulacion de la isquemia-reperfusion
(trasplante hepatico) como la monitorizacidon de temperatura. Se detallan los 3
experimentos; el objetivo, el material, el procedimiento y los resultados. Todos
los experimento se han desarrollado en el Laboratorio de Hemodindmica Hepatica
Barcelona (IDIBAPS/CIBER-EHD).

Antes de la simulacion del trasplante ha sido necesario preparar los cultivos
celulares en las distintas partes de la camara. En la membrana se han cultivado
células endoteliales, concretamente células HUVEC. Las células HUVEC son
células endoteliales que provienen del corddon umbilical humano. En la parte
inferior de la cdmara se han cultivado hepatocitos de rata, de la misma forma
gue se realizaba en el GAB anteriormente para simular el sinusoide hepatico.

8.1. Experimentos: Simulacién isquemia -
reperfusion

Se han realizado tres experimentos con células donde se ha simulado un
procedimiento de trasplante hepatico completo. Cada uno de los 3 experimentos
se ha realizado con 2 biorreactores a la vez.
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Objetivo

El objetivo principal del experimento ha sido comparar los dafios producidos por
la isquemia y los dafios producidos por la isquemia-reperfusion en la cadmara
después de la simulacién de la fase de isquemia - reperfusidon que se produce
durante un trasplante hepatico para validar los dos disenos.

Material

2 Biorreactores

2 Bombas peristalticas

4 Valvulas de 3 vias

8 Tapones

1 Filtros antiburbujas

8 Reservorios

Tubos de silicona

1 Incubadora (37 °C)

1 Nevera (5,5 °C)

Células:
HUVEC (endoteliales)
Hepatocitos de rata

30 mL Liquido de preservacion

60 mL Suero (PBS)

60 mL Medio de Cultivo

Procedimiento

Hasta el paso 6 se realizan los mismos pasos en los dos biorreactores. A partir
del 7 hay que seguir un procedimiento distinto en cada uno de ellos.

1. Esterilizar todo el material exceptuando la camara.

Autoclave a 121°C durante 15 minutos. Después calefactor para secar el
material (autoclave humeda).

2. Esterilizar la camara en la campana con ultravioleta (Figura 8.1).
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Figura 8.1. Esterilizacion camara en la campana (ultravioleta).

3. Montaje de la cdamara.

a)

b)

<)
d)

e)

f)

9)

Sacamos de la incubadora la membrana con las células HUVEC
cultivadas y la parte inferior de la cdmara con los hepatocitos después
de 24 horas.

Aspiramos el medio de cultivo de la membrana y de la parte inferior de
la cdmara.

Lo lavamos con PBS y aspiramos el PBS.

Ponemos 1 mL de medio de cultivo sobre los hepatocitos que se
encuentran en la parte inferior de la camara.

Colocamos la membrana encima de los hepatocitos de modo que
qgueden las células endoteliales (HUVEC) arriba.

Ponemos 1 mL de medio de cultivo en la membrana (Figura 8.2).

Figura 8.2. Medio de cultivo en la membrana.

Encajamos la parte superior de la cdmara con la membrana y ponemos
todos los tornillos (Figura 8.3).
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Figura 8.3. Colocacién de la membrana.

h) Si ha quedado alguna burbuja dentro de la cdmara se mueve el tornillo
gue hay en el centro de la cdmara hasta que no quede ninguna (Figura
8.4).

Figura 8.4. Camara con el sensor montada.

4. Realizar el montaje completo inicial dentro de la campana, para no
contaminar:

Filtro

SERPENTIN antiburbujas Blorreactor

. \jél\+l]:1 I l \/l:lvul: ZC
b Il

Bomba peristaltica

C
Solucién PBS Medio cultivo Waste
preservacién

Figura 8.5. Esquema montaje inicial.
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Figura 8.6. Realizacién del montaje inicial real en la campana.

5. Llenamos un reservorio con medio de cultivo (Figura 8.7), otro con PBS y
otro con liquido de preservacion.

Figura 8.7. Insercién del medio de cultivo en el reservorio.

6. Biorreactor estatico en incubadora con medio de cultivo estatico.
a) Meter el biorreactor en la incubadora durante 1 hora.

7. Perfusion del liquido de preservacion.

a) Sacamos camara de la incubadora y ponemos todo el montaje en la
campana exceptuando la bomba peristaltica.

b) Ponemos el liquido de preservacion en un reservorio.

c) Ponemos el liquido de preservacion conectado a la puerta B de la
valvula 1.

d) Cerramos puerta C de la valvula 1.

e) Cerramos puerta A de la valvula 2.
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f) Una vez ha llegado el liquido de preservaciéon por toda la camara
apagamos la bomba y ponemos tapones a la entrada del filtro
antiburbujas y otro a la salida de la camara.

8. Sistema en el refrigerador (isquemia).
a) Metemos el sistema en el refrigerador a 5°C durante 1 h (Figura 8.8).

Figura 8.8. Camaras en el refrigerador.

9. Lavado del liquido de preservacion con solucion PBS a 37°C.

a) Sacamos el sistema del refrigerador y lo dejamos en la campana.

b) Conectamos el Biorreactor al sistema de tubos como en el montaje
inicial.

c) Ponemos el PBS conectado a la puerta B de la valvula 1.

d) Cerramos la puerta C de la valvula 1.

e) Cerramos la puerta A de la valvula 2.

f) Volvemos a encender la bomba a la misma velocidad hasta que el PBS
haya sacado todo el liquido de preservacion.

10.Biorreactor 1: Cortamos paso de PBS para la perfusion del medio de
cultivo, para simular la reperfusion.

- Apagamos la bomba.

- Cerramos la puerta B de la valvula 1.

- Cerramos la puerta B de la valvula 2.

- Metemos el sistema en la incubadora.

- Encendemos la bomba a la misma velocidad que en los pasos previos.

- Dejamos el sistema en la incubadora con la perfusion del medio de cultivo
durante 2 h.

Biorreactor 2: Cortamos el paso de PBS, para la perfusion del medio de
cultivo hasta limpiar el PBS y se deja en estatico.
a) Apagamos la bomba.
b) Cerramos la puerta B de la valvula 1.
c) Cerramos la puerta B de la valvula 2.

- Encendemos la bomba a la misma velocidad hasta que no quede PBS
dentro de la cdmara.

- Apagamos la bomba.

- 87 -



Jiilia Villalba Burrull

- Ponemos un tapdn en la entrada de la camara y un tapdn en la salida de la
camara.

- Metemos el sistema en la incubadora.

- Dejamos el sistema en la incubadora con el medio de cultivo estatico
durante 2 h (Figura 8.9).

Figura 8.9. Las dos bombas peristélticas, la incubadora y el sistema de monitorizacion
de temperatura.

11. Se desmonta la camara en la campana y se analizan las células de la
membrana y de la parte inferior de la camara por separado (Figura 8.10).

Figura 8.10. Parte inferior de la cdmara en el microscopio.
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8.1.1. Experimento 1

Durante la realizacién de este primer experimento no estaba finalizada la interfaz
grafica de Matlab pero si la integracion del sensor, y el montaje de Hardware por
lo que los datos se obtuvieron por la consola de Arduino con el programa
disefiado y luego se graficaron con Excel. El objetivo de este primer experimento
fue validar la integracion del sensor y la programacion y hardware de Arduino.

Este experimento ha sido desarrollado con dos biorreactores, cada uno sometido
a condiciones distintas pero con los mismos cultivos. Respecto a la temperatura,
los pasos seguidos fueron los mismos en los dos biorreactores, por este motivo
soOlo se adquirieron los datos de temperatura de uno de ellos.

En las figuras 8.11a y 8.11b podemos observar dos diagramas de bloques donde
se representan los 5 pasos a los que se sometieron cada uno de los
biorreactores. Como se puede observar, el Biorreactor 1 se sometié a todos los
pasos de los que consta un procedimiento de trasplante hepatico estandar;
desde el momento que es extraido del donante hasta que es implantado en el
receptor. Por tanto, en este caso se deben observar los dafios por isquemia-
reperfusion producidos en la camara.

Sin embargo, en el segundo Biorreactor no se le aplicé flujo después de
someterlo a las bajas temperaturas, de este modo podremos diferir entre los
dafios que se producen en la fase de isquemia (Biorreactor 2, Figura 8.11b)
respecto a los dafios que se producen por la isquemia i la reperfusion
(Biorreactor 1, Figura 8.11a).

Biorreactor 1

Incubadora: |/ Incubadora: |[ Campana: | Nevera: || Campana: || Incubadora:

estatico estatico liquido de estatica PBS flujo
(camara) preservacion

24h 1h 1 min 1h 1 min 2h
v / v / /

Figura 8.11a. Diagrama de bloques de los pasos sometidos al Biorreactor 1.
Experimento 1.
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Biorreactor 2

Incubadora: || Incubadora: || Campana: Nevera: || Campana: Incubadora:
estatico estatico liquido de estatica PBS estatico
(camara) preservacion
24h 1h 1 min 1h 1 min 2h |
J/ / / J /

Figura 8.11b. Diagrama de bloques de los pasos sometidos al Biorreactor 2.
Experimento 1.

Por otro lado, se realizaron distintos controles a parte del experimento. A
continuacion vemos una lista de los distintos controles realizados:

- Células HUVEC en una placa P6 que fueron sometidas a las mismas
temperaturas que las cdmaras.

- Células HUVEC que estuvieron durante todo el experimento a 37°C en la
incubadora.

- Hepatocitos en una placa P6 que fueron sometidos a las mismas
temperaturas que las camaras.

Resultados

En este primer experimento con células se pudo validar el montaje de Hardware
y la adquisicién de datos, se obtuvieron todos los datos a partir de Arduino
correctamente. Estos se graficaron en Excel obteniendo la siguiente gréfica:

Simulacién trasplante hepatico

40
35
S 30
= 25
2 20 /71 A
é‘ 15 / I
£
o /
5
o / |
o 1 2 3 p:, s o
Tiempo (hora
Liquido Incubador
Incubador  preservacio Nevera PBS

Figura 8.12. Gréfico temperaturas. Experimento 1.
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Para el analisis celular del primer experimento se optd por realizar una prueba de
viabilidad, ya que con la observacién de las células con el microscopio no
obteniamos suficiente informacion.

La técnica usada fue Dual-Fluorescence Viability. La acridina naranja (AQO) y el
yoduro de propidio (PI) son tintes de tincidon nuclear celular. El AO es permeable
tanto en las células vivas como en las muertas y genera fluorescencia verde. El
PI entra en las células con membranas dafadas y en células muertas para
generar fluorescencia roja. Las células tefiidas tanto con AO como PI muestran
fluorescencia verde mientras que las células muertas muestran fluorescencia
roja.

A continuacién vemos los resultados que se observaron tras realizar la prueba de
viabilidad:

Figura 8.13 a.HUVEC con flujo final. Figura 8.13b.HUVEC sin flujo final.

Figura 8.13c.Hepatocitos con flujo final.

Figura 8.13d.Hepatocitos sin flujo final.

Como se puede observar en las figuras 8.13a, 8.13b, 8.13c y 8.13d vemos que
las células han sobrevivido mucho mejor en las condiciones que se ha sometido
al Biorreactor 1 (con flujo, Figura 8.13a y 8.13b) que las del Biorreactor 2 (en
estatico, Figura 8.13b y 8.13d).
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A continuacidon podemos observar los resultados de los controles:

Figura 8.14a. Placa P6. HUVEC que han  Figura 8.14b. Placa P6. HUVEC que no
estado sometidos a frio. han estado sometidos a frio.

Figura 8.14c. Placa P6. Hepatocitos que no han estado sometidos a frio.

Podemos observar como presentaban plena viabilidad tanto los HUVEC que han
estado sometidos a la hora de frio (Figura 6.14a) como las que no (Figura
6.14b). En cambio, de los hepatocitos que estuvieron en todo momento en la
incubadora hay algunos muerto (Figura 6.14c).

8.1.2. Experimento 2

Durante la realizacidon de este segundo ya estaba finalizada la interfaz grafica de
Matlab por lo que se pudo validar el sistema de monitorizacién de temperatura
completo. Este experimento ha sido desarrollado con dos biorreactores, de la
misma forma que en el experimento 1. La diferencia fue que en este casd se
aplico flujo en los dos biorreactores antes del tiempo de nevera.

En las figuras 8.15a y 8.15b podemos observar un esquema de los 5 pasos a los
que se sometieron cada uno de los biorreactores.
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Biorreactor 1

Incubadora: || Incubadora: | Campana: | Nevera: | Campana: Incubadora:
estatico flujo liquido de estatica PBS flujo
preservacion

24h 1h L min 1h 1 min 2h
/ / / / /

Figura 8.15 a. Diagrama de bloques de los pasos sometidos al Biorreactor 1.
Experimento 2.

Biorreactor 2

Incubadora: |/ Incubadora: |[ Campana: | Nevera: || Campana: || Incubadora:
estatico flujo liquido de estatica PBS estatico
preservacion

24h 1h 1 min 1h 1 min 2h
v J J J v

Figura 8.15b. Diagrama de bloques de los pasos sometidos al Biorreactor 2.
Experimento 2.

Se han realizado distintos controles a parte del experimento:

- Placa P6 con hepatocitos que han sido sometidos a 1 hora de frio.

- Placa P6 con hepatocitos que no han sido sometidos frio.

- Se realizé un tercer control con una cdmara que se dejé estatica todo el
tiempo, sometida a las mismas condiciones de temperatura que la placa

P6 que se sometié a una hora de frio.

Resultados
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Con el segundo experimento se pudieron obtener los resultados con el sistema
de monitorizacion de temperatura completo por lo que quedd validado el sistema
(Figura 8.16).

Monitorizacion de temperatura

40 T T T T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4 4.5

Paort: Jdavitty.usbmodami411 Close

File name: EXPERIENCIA 2 38 SAVE RESET

Figura 8.16. Monitorizacion de la temperatura durante el experimento 2.

En el caso del segundo experimento los resultados aun fueros mas distintos entre
la camara con flujo y la cdmara sin flujo. En este caso no se realizd la prueba de
Dual-Fluorescence Viability ya que observando las células en el microscopico ya
se podia observar por su morfologia que la mayoria de las células que habian
tenido flujo estaban vivas (Figura 8.17a) y las que estuvieron estaticas todo el
tiempo estaban muertas (Figura 8.17b).
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Figura 8.17a. Cémara sometida a flujo Figura 8.17b. Cédmara no sometida a
al final. flujo al final.

Los hepatocitos de la camara estatica presentan una morfologia mucho mas
redondeada, lo que nos indica que estan muertos (Figura 8.17b). En el caso de la
camara que ha estado sometida al flujo después de la nevera los hepatocitos
presentan una morfologia normal (Figura 8.17a), estan vivos.

Paralelamente se realizaron las mismas pruebas en una placa P6. Se aplico las
mismas condiciones que la camara (temperatura, liquido de preservacion, PBS)
en una y la otra se dejo todo el tiempo en la incubadora.

Figura 8.18 a. Placa P6 que ha estado  Figura 8.18b. Placa P6 que no ha estado
sometida a frio. sometida a frio.
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Figura 8.18c. Camara estética todo el tiempo.

Vemos por la morfologia que presentan los Hepatocitos estan vivos la gran

mayoria en los 3 controles (Figura 8.18a, 8.18b y 8.18c).

8.1.3. Experimento 3

El objetivo del tercer experimento ha sido el mismo; aplicar la isquemia
reperfusion en los hepatocitos. Se ha reproducido nuevamente el experimento 2.
Con una diferencia; en este caso se ha dejado la cdmara abierta cuando estaba
estatica para que pudiesen haber intercambio de gases con el exterior para
comprobar que los hepatocitos la causa de muerte de los hepatocitos no fuese
por el cierre hermético de la cdmara.

A parte de los 2 dos biorreactores se realizaron los siguientes controles:

- Placa P6 con hepatocitos que ha estado sometida a 1 h de frio.
- Placa P6 con hepatocitos que han estado todo el tiempo en incubadora.

Resultados

Se pudo volver a validar el sistema de monitorizacién completo por segunda vez
(Figura 8.19).
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l. @0 Tam_p_Ha\rE
Monitorizacion de temperatura

40 T T T T T T T

L e |
35 A~ T
30} / |
25 / 4
20 \ n
15} \‘A.\\ ) _

/
10 P 4
5 | L 1 1 L L 1

0 0.5 1 1.5 2 25 5 35 4

Pon: Jeewity usbmodem 411 | Cinsa

Fiia nama: EXPERIENCIA 3.x15 [ SAVE ] [ RESET ]

Figura 8.19. Monitorizacion de la temperatura durante el experimento 2.

A continuacion vemos las imagenes obtenidas del microscopio:

Figura 8.20a. Hepatocitos Biorreactor 1. Figura 8.20b. Hepatocitos Biorreactor 2.

Vemos como los hepatocitos del Biorreactor 1 (Figura 8.78a) presentan una
morfologia mucho mejor que los hepatocitos que no se les ha sometido a flujo
después del tiempo de isquemia fria (Figura 8.78b).
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Resultados de los controles fueron:

Figura 8.21a. Placa P6 con Hepatocitos  Figura 8.21b. Placa P6 con Hepatocitos
gue no han estado sometidos a frio. que han estado sometidos a frio.

Tanto los hepatocitos de la placa P6 que han estado sometidos a frio (Figura

8.21a) como los que no (Figura 8.21b), presentan una morfologia normal, lo que
nos indica que estan vivos.

Vemos como las células que se les ha aplicado flujo al final presentan una
viabilidad mucho mas alta que las que no.
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CAPITULO 9: CONCLUSIONES

Una vez realizado e implementado el sistema de monitorizacién de temperatura,
y la simulacién de las condiciones de un trasplante hepatico en una camara de
co-cultivos, se pueden extraer conclusiones del trabajo realizado.

Proyecto multidisciplinar, en el que se ha diseflado tanto un sistema de
adquisicidon de datos como un sistema de fluidica para simular unas condiciones
fisioldgicas, todo ello con un fin en comun, poder investigar acerca del trasplante
hepatico en un Liver on a Chip, y asi prescindir de modelos animales, los cuales
se usan actualmente para investigaciones en este campo. De este modo se han
adquirido conceptos tanto biolégicos como tecnolégicos.

Se ha disefiado un sistema de monitorizacién de temperatura, de acuerdo con las
caracteristicas plateadas, con un margen de error menor o igual a *0,5°C.
Adicionalmente se ha realizado una interfaz grafica de usuario para facilitar la
adquisicidon de datos al usuario.

Se ha disefiado el sistema de simulacion de un procedimiento de trasplante
hepatico y se un protocolo para su realizacion. Se ha hecho una blsqueda previa
de informacién para poder simular todas las fases por las que pasa el higado
durante la isquemia-reperfusion, tanto las condiciones de temperatura como los
fluidos que deben pasar por el Biorreactor. Se ha realizado un primer
experimento en el que se han validado los dos sistemas citados anteriormente, y
ademas se ha visto como las células sometidas a flujo (sometiendo a un shear
stress a los cultivos) muestran una viabilidad mayor que las que no.

Finalmente se plantean posibles futuras lineas de investigacion, para trabajar a
partir de los sistemas disefiados e implementados en este proyecto. Todas estas
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lineas de investigacion (temperatura de preservacion, comparativa entre liquidos
de preservacion, tolerancia del tiempo de isquemia, etc.) podrian ser muy Uutiles
en el campo del trasplante hepatico.

Posibles mejoras: El sistema de monitorizacion cumple con las caracteristicas
planteadas.

e Una posible mejora del sistema seria implementar un sistema de
transferencia de datos inalambrica.

e Mejora en la compatibilidad de los elementos necesarios para la realizacion
de este tipo de procesos.

e Medida de otros parametros que pueden estar implicados en los procesos
planteados.
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PRESUPUESTO

Se desglosa el presupuesto del proyecto en varios conceptos. Por un lado la
mano de obra. Por otro el coste de los materiales para el sistema de
monitorizacion de temperatura y por ultimo el coste del sistema para simulacion
de las condiciones de un trasplante hepatico.

1. Recursos humanos

Como concepto de recursos humanos o mano de obra se incluyen las horas que
se han dedicado al proyecto. Se ha supuesto un contrato en practicas con
remuneracion de 8 euros/hora, como estudiante de ingenieria.

Horas de trabajo

Concepto Detalle Horas | €/hora €
Disefio Sistema Analisis de soluciones posibles, calculo 55 8 440
temperatura hardware

Tiempo de busqueda de informacion
sobre el trasplante hepatico y disefio
del sistema fluidico que simula el 55 8 440
trasplante; tubos, calculo de
caudales,...

Disefio sistema de
simulacién trasplante

Implementacion
P Montaje Hardware, fresado de la

Slstejma. de . camara, programacion Arduino y 160 8 1280
monitorizacion de

Matlab GUI.
temperatura
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Implementacién Montaje; tubos, valvulas, boquillas 75 600
sistema de fluidica tubos, calibracién bomba,
Prueba experimental Real|z_aC|on de 3 pruebas 50 400
experimentales completas
3160
2. Recursos materiales
2.1. Sistema de monitorizacion de temperatura
Sistema de monitorizacion de temperatura
Concepto Detalle Unidades €/ud €
Software Matlab 2014 1 2000 2000
Matlab
Termistor T(_erm|st_or NTC (2123, Genesee 1 16,82 16,82
BioMedical, Inc.)
Arduino Due Arduino Due (Farnell) 1 42,18 42,18
Cable USB Cable USB mini B (Farnell) 1 16,64 16,64
. . Arduino Enclosure, ABS/PC,
Caja Arduino BLACKX (Farnell) 1 12,08 12,08
2087,72
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2.2. Sistema de simulacién de un procedimiento de trasplante hepatico

A continuacion se detalla el coste de todos los materiales:

Sistema de simulaciéon de condiciones de trasplante

Concepto Detalle Unidades €/ud €
El biorreactor disefiado en el
Biorreactor GAB, no esta a la venta 1 * 0
actualmente*.
Bomba Gilson, Peristaltic Pump
s 1 1490, 1490,
peristaltica MINIPULS® 3 90,50 90,5
Filtro
fl V 1
'antiburbujas’ Speedflow, GVS > >
Reservorios Frasco de vidrio con rosca DIN, 4 3,12 12,48
autoclavable
Tubos de silicona de 5 mm de
Tubos de silicona|diametro, S/R Tube, Platinum 6 1,63 9,78
(metros) Cured 60sh Translucent
1.6mm ID x 3.2mm OD 25m
Valvulas Valvula de 3 vias de plastico 2 0,5 1
Tapones Tapones para tubos de 5 mm 2 0,2 0,4
1519,16
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3. Coste total

El coste total del trabajo es la suma de los costes parciales presentados
anteriormente.

Concepto €
Recursos humanos 3160
Sistema de monitorizacion de temperatura 2087,72
f:;zzgzt:ieilén:il::l:aon de las condiciones de un 1519,16
TOTAL 4006,88
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1. Programa Arduino

A continuacion podemos encontrar el cédigo disefiado con Arduino para la la
adquisicion de datos de temperatura durante la simulacion de las condiciones de
un trasplante hepatico en el Liver on a Chip a partir de un termistor NTC:

/4 Declaramos las variables y las inializamos

int sensorPin = AB; /7 Sensor conectado en AR

int Rpu = 12888; /7 Valor resistencia pull up

int Cuentas = @; /7 Inicializamos walor cuentas

float Temp = @; /7 Inicializomos wvalor woltaje

floot Rterm = 8; 7/ Inicializaomos valor resistencia
float T = 8;/7 Inicializamos valor temperatura

floot B = 3882; //Valor de la constante B del termistor
int midiendo = 8; //Inicializomos la wvariable para medir

FiResolucion

vold setupl) {
Serial.beginCoedad’;
analogReadResolution(ls);

¥

S/ Media cada 5 adguisiciones de cuentas
vold loop() {
midiendo = @;
Cuerntas = @;
while (midiendo < 5)
i
Cuentas = Cuentas + analogReod{sensorPin);
midiendo=midiendo+l;
daelay (258);
¥

Cuerntas = Cuentass5;

S/ Calculamos el votaje
Temp = (floot)Cuentas * 3.3 7 4896;

Ff Caloculamos la resistencia
Rterm = (float)Temp * Rpu # (3.3 - Temp);
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/7 Calculamos la temperatura
T=(flootd(B = 273) 7 (B « 273 * (log (Rterm / 32748000 - 2730,

/S Mandamos el wvalores de temperatura cada 18 segundos
Serial.printf("%ghn™, T);
delay 12@38);

¥

vold serialEvent() {

¥
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2. Programa Matlab

A continuacién podemos encontrar el coédigo disefiado con Matlab para la
visualizacion de la monitorizacién de temperatura durante la simulacion de las
condiciones de un trasplante hepatico en el Liver on a Chip:

function varargout = Temp_Rev2(varargin)

% TEMP_REV2 MATLAB code for Temp_Rev2.fig

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui_Singleton = 1;

gui_State = struct('gui_Name', mfilename,
'gui_Singleton', gui_Singleton,
'gui_OpeningFcn', @Temp_Rev2_OpeningFcn,
'gui_ OutputFcn', @Temp_Rev2_ OutputFcn,
'gui_LayoutFcn', [] ,
'gui_Callback’, [D;

if nargin && ischar(varargin{1})

gui_State.gui_Callback = str2func(varargin{1});

end

if nargout

[varargout{1l:nargout}]

gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});
else

gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});
end

% End initialization code - DO NOT EDIT

% --- Executes just before Temp_Rev2 is made visible.

function Temp_Rev2_OpeningFcn(hObject, eventdata, handles, varargin)
% This function has no output args, see OutputFcn.

% Choose default command line output for Temp_Rev2

handles.output = hObject;
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% % Inicializacién puerto de comunicacidn

delete (instrfind({'Port'},{get(handles.edit_com, 'string')}));

Comm =
serial(get(handles.edit_com, 'string'), 'BaudRate',9600, 'Terminator', 'CR/LF'
)

handles.Comm = Comm;

handles.Comm.InputBufferSize = 1024;

handles.Comm.BytesAvailableFcn = {@Comm_BytesAvailableFcn,handles};
handles.Comm.BytesAvailableFcnCount = 1;
handles.Comm.BytesAvailableFcnMode = 'byte';

handles.Comm.Terminator = {'CR/LF"' 'LF/CR'};

handles.Comm.Timeout = 0.5; %%%%skss caution 10

% Update handles structure
guidata(hObject, handles);

clear all %Creamos las variables globales donde se guardara el valor de
cada temperatura i el tiempo.

global Temp LogTemp LogTime

% --- Outputs from this function are returned to the command line.
function varargout = Temp_Rev2 OutputFcn(hObject, eventdata, handles)
% varargout cell array for returning output args (see VARARGOUT);

% Get default command line output from handles structure

varargout{1l} = handles.output;

% --- Rutina de atencion a la recepcion de datos a través del puerto
serie.

function Comm_BytesAvailableFcn(hObject, eventdata, handles)
global Temp LogTemp LogTime
nB = get (hObject, 'BytesAvailable');
if (nB > 1)
Temp = fscanf(hObject, '%f"');
LogTemp = [LogTemp Temp];
LogTime = [LogTime now];

plot(handles.axesl, (LogTime-LogTime(1))*24,LogTemp);
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end

% Funcién que se desarrolla al pulsar el botén pushbuttonl (OPEN).
function pushbuttonl_Callback(hObject, eventdata, handles)
handles.Comm.Port = get(handles.edit_com, 'string');
Cs = get (handles.Comm, 'Status');%%% OPEN or CLOSED.
if (strcmp (Cs, 'open'))
fclose(handles.Comm);
else
fopen(handles.Comm);

end

Cs = get (handles.Comm, 'Status');%%% OPEN o CLOSED.
if (strcmp (Cs, 'open'))

set (handles.pushbuttonl, 'string', 'close');
else

set (handles.pushbuttonl, 'string', 'open');

end

% Executes during object creation, after setting all properties.
function edit_file CreateFcn(hObject, eventdata, handles)
% See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject, 'BackgroundColor'),
get (9, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set(hObject, 'BackgroundColor', 'white");

end

% Funcién que se desarrolla al pulsar el botén pushbutton _reset (RESET).
function pushbutton_reset_Callback(hObject, eventdata, handles)

global LogTemp LogTime LogTimeStr

LogTemp = []; % Vaciamos las variables.

LogTime = [];

LogTimeStr = [];

cla(handles.axesl, 'reset') % Dejamos en blanco el grafico.
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% Funcion que se desarrolla al pulsar el botdén pushbutton_save (SAVE).
function pushbutton_save_Callback(hObject, eventdata, handles)
global LogTemp LogTime LogTimeStr
LogTimeStr = datestr(LogTime);

%Guardar datos en archivo EXCEL

Nameexcel = [get(handles.edit_file, 'String')];
titulo = {'LogTimeStr' 'LogTemp'};

datos = vertcat(LogTemp , LogTime)';
x1lswrite(Nameexcel, titulo, 'Al");

x1lswrite(Nameexcel, datos, 'A2');
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