Authors:
Submitted:
Published:

Volume:

Issue:
Affiliation:
Languages:
Keywords:

Categories:

DOI:
Abstract:

Desarrollo de microdispositivos para Anadlisis de
Células y Biomoléculas - Microdevice Development
for Analysis of Cells and Biomolecules

Gustavo lvan Rosero Yanez

25. July 2021

10. August 2021

8

4

Universidad Tecnologica Nacional, Buenos Aires, Argentina
Spanish, Castilian

Biomoléculas, Microdevice, Cells, Doctor Thesis, Demetrios
Award 2021

Humanities, Social Sciences and Law, Medicine, Demetrios
Project

10.17160/josha.8.4.770

In the last decade, microfluidic devices have played an important role in many biological, chemical, and
engineering applications. With this premise, in this work, microfluidic devices have been successfully
developed for the optical sensing of cells with a solid-state immersed micropore chemically manufactured.
In addition, cell death was assessed with chemotherapeutic drugs through fluorescence labeling of cell
biomolecules to identify types of cell death. It is noteworthy that in this thesis a method of microfluidic
device manufacturing was developed. This methodology does not need access to a cleanroom facility. In
such a way, it is possible to integrate microfluidics in any laboratory. Several microfluidic device designs
were fabricated and investigated to evaluate the ability of epoxy resin to replicate microstructures and to
transfer them to polydimethylsiloxane (PDMS) for assembling microfluidic devices. Furthermore, it was

josha.org

Journal of Science,
Humanities and Arts

JOSHA is a service that helps scholars, researchers, and students discover, use, and build upon a wide
range of content




Desarrollo de microdispositivos

para analisis de células y biomoléculas

Gustavo Ivan Rosero Yanez

Tesls presentada para aspirar al grado

de:

Doctor en Ingenieria, mencion

Materiales

Facultad
Regional La
Plata

Universidad
Tecnoldgica
Nacional
2021



Este trabajo se llevd a cabo en la Universidad Tecnol6gica Nacional,
Facultad regional Haedo Centro de Ingenieria de Recubrimientos
Especiales y Nanoestructuras (IREN) bajo la direccion del Dr. Carlos
Lasorsa, la codireccion de la Dr. Maximiliano Pérez y Dra. Maria Jose

Diueguez.

* Se presenta a la consideracion de las autoridades de la Universidad
Tecnoldgica Nacional para aspirar al grado académico de Doctor en

Ingenieria, mencion Materiales.



Agradecimientos

Quiero agradecer y dedicar este trabajo a mis padres Ivan y Monica, porque
cuando anuncie qué queria hacer cuando termine el colegio, recibi su apoyo
incondicional y categorico, a pesar de que ellos (como yo) s6lo tenian una idea
vaga de lo que es ser un cientifico. Nunca, recibi de su parte una negativa a pesar
de los fracasos en el camino. A mi hermana Jessica y su familia por el todo

carifio y apoyo emocional en todo momento.

A mi mejor amiga y esposa Ana por acompariarme incondicionalmente por este
camino, nunca me alcanzaran las palabras ni cien vidas para agradecerte por todo

tu apoyo y ayuda.

A mis tios Lucia, Alfonsoy Verdnica por ser como mis segundos padres. Gracias

pOr sus consejos y por su apoyo incondicional.

A mi familia politica (Elizabeth, Julio, Michelle) por todas sus charlas y

CoNnsejos.

A mi familia en Alemania: Juan Pablo Yanez, Hans y familia por el apoyo en la

villa de Gottenheim.
A Mario y Mauricio mis amigos de toda la vida.

A mis amigos: Yessi y Cristian, Marina Sierra, Natalia Buorguifion, Anahi San
Luis, Carol Olmos, Igor Sa, Tamara Fernandez y Jorge, Andrea Vaca, Johannes
Burger, Pamela Schriber, Julia Pinter, Juan Mahecha y Paola Pineda, Luis
Alfredo Martinez, Dario Ruarte, Gisela Pattarone. Alberto Roura, Wilson Tapia,

Sofia Moya, Janeth Barahona.

A mis amigos de laboratorio: Geovanni, Camilo, Daniel, Israel, Tania, Andrea,

Inmanol, Marisol Davobe, Felicita Pilz,

A los Dres. Carlos Lasorsa, Maximiliano Pérez y las Dras. Betiana Lerner, Maria
José Diéguez, por todo el apoyo, consejos y aun mas importante por compartir

su conociendo, experiencias, anécdotas para finalizar el presente trabajo de tesis.



A los Dres.: Alexis Debut, Luis Cumbal, Roland Mertelsmann y la Dra. Marie
Follo, por todo el apoyo cientifico, técnico y humano brindado durante las

estancias internacionales.

Mi agradecimiento al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y

Técnicas (CONICET) por la beca que me permitio realizar el doctorado.

Agradezco al Instituto Nacional de Tecnologica Agropecuaria y al Instituto de
Genética y al Dr. Francisco Sacco por permitirme desarrollar el proyecto aqui

propuesto. Asi como al grupo de trabajo Fernanda, Lorena, Martin, Romina.

Finalmente, a todos los que hizo falta mencionar muchas gracias por su apoyo.



Publicaciones

A continuacion, se detallan los trabajos publicados en revistas internacionales con

referato y presentaciones a congresos realizadas durante esta tesis.

1. Gustavo Rosero, Gisela Pattarone, Ana Penaherrera, Julia Felicitas Pilz, Joschka

Bddecker, Betiana Lerner, Roland Mertelsmann, Maximiliano Perez, and Marie
Follo. (2020), Metronomic doses and drug schematic combination response
tested within microfluidic models for the treatment of breast cancer cells (JIMT-
1). Preprint article. Submit bioRxiv.
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.07.16.188748v1

2. Camilo Perez , Anahi Sanluis-Verdes , Ariel Waisman , Antonella Lombardi |,

Gustavo Rosero , Alejandro La Greca , Shekhar Bhansali , Natalia Bourguignon

, Carlos Luzzani , Maximiliano Perez , Santiago Miriuka , and Betiana Lerner.
(2020). Single cell transfection of human induced pluripotent stem cells using a
droplet-based microfluidic system. Preprint article. Submit bioRxiv.
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.06.09.143214v1

3. Gustavo Rosero, Dario Duarte, Ana Penaherrera, Dennise Raith, Julia Pinter,

Joschka Bodecker, Betiana Lerner , Roland Mertelsmann, Maximiliano Perez,
and Marie Follo. (2020), Evaluating Primary T-cell proliferation in microfluidic
devices through machine learning image analysis. 2020 Submitted: Rsc

Advances

3. Gustavo Rosero, Carol M. Olmos, Tamara Fernandez Cabada, Ross Booth,

Manuel Der, Juan M. Cabaleiro, Alexis Debut, Luis Cumbal, Maximiliano S.
Perez and Betiana Lerner. (2020), Hybrid microchannel-solid state micropore
device for fast and optical cell detection. RSC Adv. 10, 5361-5370 (2020). DOI:
10.1039/c9ra09939.

https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/ra/c9ra09939e#!divAbstract

4. Rosero Gustavo, Carol M Olmos, Ana Pefaherrera, Karla Vizuete, Dario Ruarte,

Marie Follo, Andrea Vaca, Carlos R Arroyo, Alexis Debut, Luis Cumbal,


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.07.16.188748v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.06.09.143214v1
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/ra/c9ra09939e#!divAbstract

Maximiliano S Pérez, Betiana Lerner, Roland Mertelsmann. (2019), Cost-
effective fabrication of photopolymer molds with multi-level microstructures for
PDMS microfluidic device manufacture. RSC Adv. 10, 4071-4079. DOI:
10.1039/c9ra07955f.

https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/ra/c9ra07955f#!divAbstract.

Rosero Gustavo, Olmos, Carol M., Pefaherrera, Ana, Vaca Andrea, Vizuete,

Karla, Debut Alexis Cumbal Luis, Masiero Diana, Hernandez Maria I., Lasorsa
Carlos, Pérez Maximiliano S., Lerner Betiana. (2019), Influence of thermal
treatment and aging time on the stability and swelling properties of nano/micron-
sized polymeric spheres for improved oil recovery application. Journal of
applied polymer science. vol.136 n°41. 0021-8995. DOI: 10.1002/app.48030.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/app.48030.

Bourguignon N., Olmos C.M., Sierra Rodero, M., Pefaherrera A., Rosero
Gustavo, Pineda P., Vizuete K., Arroyo C.R., Cumbal L., Lasorsa C., Perez M.S.
and Lerner B. (2018), Accessible and Cost-Effective Method of PDMS
Microdevices Fabrication Using a Reusable Photopolymer Mold. J. Polym. Sci.
Part B: Polym. Phys., 56: 1433-1442. doi:10.1002/polb.24726. DOI:
10.1002/polb.24726.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/polb.24726

. Olmos Carol M., Vaca Andrea, Rosero Gustavo, Pefiaherrera Ana, Perez Camilo,

De Sa Carneiro lgor, Vizuete Karla, Arroyo Carlos R., Debut Alexis, Pérez
Maximiliano S., Cumbal Luis, Lerner Betiana. (2019), Epoxy resin mold and
PDMS microfluidic devices through photopolymer flexographic printing plate.
Sensors and Actuators Biochemical. Elsevier Science Sa. vol.288 n°. p742 - 748.
issn 0925-4005. DOI: 10.1016/j.snb.2019.03.062.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0925400519304198

Der Manuel; Olmos Carol, Rosero Gustavo, Santizo Itzel, Fernandez Tamara,

Dieguez Maria, Sacco Francisco, Granell Pablo, Golmar Federico, Lerner
Betiana, Lasorsa Carlos, Perez Maximiliano. (2018), Caracterizacion del proceso

de fabricacibn de macroporos sobre sustrato de silicio por método

Vi


https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/ra/c9ra07955f#!divAbstract
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/app.48030
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/polb.24726
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0925400519304198

10.

11.

electroquimico. Revista Materia.: Univfed Rio De Janeiro. vol.23 n°2.1517-
7076. DOI: 10.1590/s1517-707620180002.046.
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-
70762018000200536&script=sci_abstract&ting=es

Diéguez Maria Jose, Petignat Camila, Ferella Luciana, Fiorentino Gabriela,

Silva Martha, Dabove Marisol Alicia, Rosero Gustavo, Lopez Micaela, Pergolesi

Maria Fernanda, Ingala Lorena, Cuyeu Alba Romina, Sacco Francisco. (2018),
Mapping a gene on wheat chromosome 4BL involved in a complementary
interaction with adult plant leaf rust resistance gene LrSV2. Theoretical And
Applied Genetics. Springer. vol.131 n°11. p2333 - 2344. issn 0040-5752.
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-018-3155-x

Rosero Gustavo, Pefiaherrera Ana, Olmos Carol, Boschan Alejandro, Granel

Pablo, Golmar Federico, Lasorsa Carlos, Lerner Betiana, Perez Maximiliano.
(2018), Design and analysis of different models of microfluidic devices
evaluated in enhanced oil recovery (EOR) assays. Revista Materia.: Univfed Rio
De Janeiro.vol.23 n°2. p issn 1517-7076.
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-
70762018000200538&script=sci_abstract

Pefiaherrera A., Payeés C., Sierra Rodero M., Vega M., Rosero Gustavo., Lerner
B., Helguera G., Pérez M.S. (2016), Evaluation of cell culture in microfluidic
chips for application in monoclonal antibody production. Microelectronic
Engineering. Elsevier Science Bv. vol.158 n°. p126 - 129. issn 0167-9317.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0167931716301861

Durante este trabajo de tesis se realizaron 11 presentaciones a congresos, de los

cuales 5 fueron congresos internacionales.

Vii


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-70762018000200536&script=sci_abstract&tlng=es
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-70762018000200536&script=sci_abstract&tlng=es
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-018-3155-x
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-70762018000200538&script=sci_abstract
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1517-70762018000200538&script=sci_abstract
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0167931716301861

Objetivos

En el presente trabajo de tesis se desarrollaran microcanales basados en canales de
microfluidica, utilizando la ingeniera de materiales para prescindir de una sala
limpia. El novedoso procedimiento utilizara un fotopolimero y una resina para
la fabricacion de microcanales. Los microdispositivos fabricados seran

empleados para el sensado de células y biomoléculas.

Para el desarrollo de este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Fabricar dispositivos de microfluidica de polidimetilsiloxano (PDMS),

empleando una resina epoxica.

2. Fabricar microporos mediante el método quimico utilizando obleas de silicio

cristalino.

3. Sensar opticamente lineas celulares utilizando dispositivos de microfluidica
fabricados con polidimetilsiloxano (PDMS) en los cuales se incluira un

microporo.

4. Analizar la muerte celular de células cancerigenas expuestas a
quimioterapéuticos a través del sensado de biomoléculas en dispositivos de

microfluidica.

5. Desarrollar un dispositivo de microfluidica para electroforesis de marcadores

moleculares de ADN asociados a la resistencia de la roya de la hoja en trigo.

viii



Resumen

En la Gltima década, los dispositivos de microfluidica han desempefiado un papel
importante en muchos procesos bioldgicos, quimicos, y aplicaciones de
ingenierial. Con esta consigna, en este trabajo de tesis se han desarrollado
exitosamente dispositivos de microfluidica, los cuales fueron empleados para el
sensado dptico de células con un microporo inmerso en estado sélido fabricado por
un método quimico. Ademas, se estudid la muerte celular con medicamentos
quimioterapéuticos a través de la fluorescencia de las biomoléculas celulares para

identificar tipos de muerte celular.

Es destacable que en este trabajo de tesis se desarroll6 un método de fabricacion
de dispositivos de microfluidica, prescindiendo del acceso a un cuarto limpio
(cleanroom), de tal manera que se posibilita la inclusion de la microfluidica

practicamente en cualquier laboratorio.

Varios disefios fueron fabricados e investigados para evaluar la capacidad de la
resina epdxica para para obtener réplicas en polidimetilsiloxano (PDMS) para
ensamblar los dispositivos de microfluidica. Esta capacidad para transferir el
disefio desde la resina epoxica hacia el PDMS fue verificada mediante la

caracterizacidén con microscopia electronica.

Ademas, se logré fabricar un microporo de estado sélido e integrarlo en un
dispositivo multicapa de microfluidica. Este dispositivo fue utilizado para sensar
Opticamente las células mediante la adquisicion y andlisis de imagenes,
demostrando ser un método muy bueno y asequible para la deteccion y el conteo

de células.

Los dispositivos de microfluidica también permitieron identificar tipos de
apoptosis celular ocasionado por la exposicion a la quimioterapia utilizada
comunmente en células del cancer mama. Alrededor de 7000 imagenes fueron
analizadas, lograndose identificar biomoléculas implicadas en la autofagia,

vialidad celular, apoptosis programada y no programada.

1 Kong, T., Shum, H. C. & Weitz, D. A. The Fourth Decade of Microfluidics. Small 16, 2000070 (2020).



Por otro lado, se desarrollaron varios microcanales que fueron disefiados,
contrastados y estudiados para realizar electroforesis de marcadores moleculares

de ADN para estudiar genes de resistencia a la roya de la hoja del trigo.



ADN:
AFM:
AG:
AP:
ARN:
ASR:
BC:
BCC:
CE:
CTAB:
CVD:
DEP:
DI:
DLD:
DMEN:
DOX:
E:
ED:
EOF:

ERmold:

FIB:
Fmold:
GFP:
HVPS:
HEK:
HR:
LC:

PACVD:

PC:
PCR:
PFF:
PI:
PMMA:
PTX:
SD:
SDS:
SEM
TIL:

VIS-UV:

D:
LDM:
LOC:
MEMS:
PDMS:
Pe:
PEG:
PET:
nTAS:

Abreviaturas

Acido Desoxirribonucleico
Microscopio de fuerza atbmica
Autofagia

Apoptosis programada caspasa
Acido Ribonucleico

Resstencia en todos los estadios
Céancer de mama humano

Células de cancer de mama
Electroforesis Capilar

Bromuro de cetiltrimetilamonio
Deposicion de vapor quimico
Dielectroforesis

Agua desionizada

Desplazamiento lateral determinista
Medio de aguila modificado
Doxorrubicina

Campo eléctrico

Diodo, electroquimico

Flujo electroosmotico

Resina epdxica reutilizable

Haz de iones enfocado
Fotopolimero flexografico

Proteina fluorescente verde

Fuentes de alto voltaje

Células embrionarias de rifidn humano
Respuesta Hipersensible

Viabilidad celular

Deposicion quimica por vapor asistida por plasma
Policarbonato

Reaccion en cadena de la polimerasa
Fraccionamiento de Flujo de cizalla
Yoduro de Propidio
Polimetilmetacrilato

Paclitaxel

Desviacion estandar

Dodecilsulfato sédico

Microscopia electronica de barrido
Capa térmica de imagenes
Visible-ultravioleta

Coeficiente de difusion
Quimioterapia dosis bajas
Lab-on-a-Chip

Sistemas microelectromecénicos
Poli-dimetilsiloxano

Numero de Péclet

Polietilengrlicol
Polietilentereftalato

Microsistemas de analisis
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Introduccion.

La microfluidica es la ciencia que se ocupa de estudiar el comportamiento,
control preciso y la manipulacion de fluidos y particulas en la escala de decenas
a cientos de micrometros®. La microfluidica se considera como una plataforma
para aplicaciones biomédicas y quimicas, llamado Lab-on-a-Chip (LOC) o micro
sistemas de anélisis total (WTAS)?. En la historia los primeros dispositivos de
microfluidica demostraron que los mecanismos podian ser miniaturizados e
integrarse entre si, lo que llevo a la idea de que se podria fabricar un "laboratorio
en un chip". Desde entonces, ha habido un gran interés en aprovechar todo el
potencial de este enfoque y en consecuencia se han desarrollado innumerables
dispositivos de microfluidos, asi como metodos de fabricacion. Materiales como
el poli-dimetilsiloxano (PDMS), y otros elastomeros han surgido recientemente
como excelentes alternativas al silicio y el vidrio utilizados en los primeros
dispositivos  fabricados mediante procesos MEMS (sistemas
microelectromecanicos)®*. La fabricacion simplificada de dispositivos
utilizando resinas poliméricas como moldes maestros permiten fabricar una
amplia gama disefios. Ademas, poseen extensas arquitecturas y dimensiones en
la escala micrométrica que son comparables con las Ultimas tecnologias
dependientes de cuartos limpios®. Permitiendo que la microfluidica se convierta

en una tecnologia ubicua y con aplicaciones en muchos campos diversos.
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1.2. Beneficios de la miniaturizacion.

Una de las ventajas, de los componentes y procesos miniaturizados es la
utilizacion de volumenes pequefios, lo que lleva a la reduccion en el consumo de
reactivos. Todo esto disminuye los costos y permite utilizar pequefias cantidades
de muestras®. También se reducen las cantidades de productos de desecho.
Adicionalmente, la relacion superficie/volumen de los componentes pequefios
facilita la transferencia de calor, lo que permite realizar cambios répidos de
temperatura y un control preciso de la misma. En reacciones exotérmicas, esta
caracteristica puede ayudar a eliminar la acumulacion de calor que podrian

provocar reacciones secundarias no deseadas’.

A pequefia escala y con el tamafio de los dispositivos de microfluidica, la mezcla
por difusion es rapida, a menudo aumenta la velocidad y precision de las
reacciones. En algunos trabajos las mejoras son notables en los tiempos de
medicion, sensibilidad mejorada, mayor selectividad y repetitividad, por citar los
méas comunes. Por ejemplo, la dispersion se reduce en las separaciones
electroforéticas por la rapida disipacion del calor. En algunas separaciones, la
sensibilidad mejora porque el tiempo de medicion reducido conduce a un grado

menor de ensanchamiento de picos®.

Los dispositivos de microfluidica a veces permiten realizar procesos de formas
completamente nuevas. Por ejemplo, la temperatura del fluido se puede variar
rapidamente moviendo el fluido entre las regiones del chip con diferentes
temperaturas en lugar de calentar y enfriar el fluido. En un dispositivo para
detectar proteinas en las condiciones de cristalizacion se aprovecha la difusion
de interfaz libre, un proceso que es practico solo en el microescala®. La naturaleza
del flujo de un fluido en microcanales permite nuevos métodos para realizar

intercambio de solventes, filtrado y reacciones en dos fases'®.
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1.3. Beneficios de la automatizacion e integracion.

Los beneficios de la microfluidica incluyen, (i) volimenes reducidos de muestra
y reactivo, (ii) procesamiento rapido de la muestra, (iii) alta sensibilidad, (iv)
bajo costo, (v) mejor portabilidad, y (vi) el potencial de estar altamente integrado

y automatizado para reducir la intervencién humanay el errortt.

La manipulacion precisa, la separacion y el fraccionamiento de bioparticulas es
una capacidad indispensable de la microfluidica. Por ejemplo, en el
procesamiento de microparticulas dispuestas en sola linea permite la deteccién y
analisis que es un componente importante de la citometria de flujo en un chip.
Ademas, la separacion de microparticulas/células de acuerdo con sus formas
biofisicas unicas, como; el tamafio, la densidad, la forma, la deformabilidad y las

proteinas de superficie permiten una amplia gama de aplicaciones!?*3,

Figura.1.1. Dispositivo de microfluidica que se utiliza para estudiar el
crecimiento de poblaciones microbianas, se observan canales complejos. Este
dispositivo incluye una alta densidad de valvulas neumaticas. Los colores son

tintes introducidos para trazar los canales'®.

Realizar todas las operaciones de manipulacién de fluidos en un solo chip ahorra
tiempo, reduce el riesgo de pérdida o contaminacién de la muestra y puede
eliminar la necesidad de un laboratorio voluminoso y costoso usando robots.
Ademas, el funcionamiento de los dispositivos de microfluidica se puede

automatizar, aumentando asi el rendimiento, mejorando la facilidad de uso,
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mejorando la repetitividad y reduciendo el elemento de error humano. La
automatizacion también es Util en aplicaciones que requieren operacion remota,
como dispositivos que realizan seguimiento continuo de procesos quimicos o

ambientales en lugares inaccesibles*®.

Otra forma de aumentar el rendimiento es aprovechar el paralelismo. Se han
demostrado chips individuales que realizan cientos de ensayos o reacciones
idénticas'®!"18, Poseen una distribucion en el chip con una sola entrada para la
muestra donde es conducida a microrreactores, una solucion interesante para el
problema de la interfaz de micro-a-macro'®'’. Este problema se refiere al
desajuste entre los tamafios de muestra que pueden se dificiles de manipularse

en el laboratorio (uL—mL) versus el volumen de microrreactores (pL—nL).

Una de las ventajas de la automatizacion es poder manipular particulas, las
tecnologias se pueden clasificar en dos tipos activos y pasivos. Tecnologia activa
como la dielectroforesis (DEP)?, que dependen de campos de fuerza externos,
mientras que las tecnologias pasivas dependen completamente de la geometria
del canal o fuerzas hidrodindmicas intrinsecas, como el fraccionamiento de flujo

de cizalla (PFF)?* desplazamiento lateral determinista (DLD).

Los pequefios dispositivos de microfluidica también pueden ofrecer la
caracteristica de portabilidad, lo que permite aplicaciones en andlisis quimico,
medicina en el punto de atencién o medicina forense. La capacidad de realizar
pruebas integradas para diagnostico en lugar de en un laboratorio centralizado
podria reducir los costos, mejorar el tiempo de respuesta y reducir el riesgo de
confusion de muestras. Si se fabrican a bajo precio, los dispositivos podrian ser

desechables, eliminando la contaminacion cruzada entre pruebas.
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1.4. Areas de aplicacion.

En la literatura se han reportado varias reacciones y ensayos que se han realizado
en los dispositivos de microfluidica?223242526,  Algunos han mostrado
importantes mejoras en el rendimiento en comparacion con sus homdélogos de
macroescala y ofrecen una prometedora comercializacion. En algunos casos, las
implementaciones a microescala han transformado completamente la forma en
que cierto tipo de experimentos se realizan o han permitido la paralelizacién de
experimentos que antes ni siquiera se podian contemplar.

Entre los numerosos procesos bioldgicos y bioquimicos demostrados se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)'/, inmunoensayos?’,
deteccion de farmacos, recuento y clasificacion de células?®, electroforésis,
extraccion de acido nucleico?®, analisis de muestras de sangre sin purificar?’,
secuenciacion de ADN?°, exdmenes de deteccién de condiciones de
cristalizacion de proteinas®, estudios de cultivo celular* y manipulacion

unicelular®,

Figura.1.2. Dispositivo de microfluidica, que realiza pruebas de inmunoensayos
que se utilizan ampliamente en medicina e investigacion bioldgica. Los tornillos
en este sistema (marcados con circulos punteados) actian como valvulas simples
operadas manualmente le otorgan la caracteristica de bajo costo, portéatil y facil

de operar. El agua tefiida de verde marca los canales®?.
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Otros procesos bioldgicos y bioquimicos dentro de las aplicaciones de la
quimica, han producido mejoras significativas en rendimientos sintéticos y de
selectividades®>’. Ademas, los dispositivos de microfluidica posibilitan nuevas
reacciones o procesos mediante un control sin precedentes sobre la quimica de
la superficie, el calor local y la transferencia de masa3®334233, Un mayor grado
de control puede ayudar a disefiar experimentos para aumentar el conocimiento
sobre el proceso de muchas sustancias quimica®®.

Varios investigadores también han argumentado que los microrreactores podrian
usarse en productos quimicos industriales, plantas de produccion o tratamiento
de residuos si los requisitos de procesamiento volumétrico son bajos3”"34, La
capacidad de configurar la produccién cuando y donde sea necesario podria
disminuir la necesidad de almacenamiento y transporte de productos quimicos
peligrosos o de productos de corta duracion. Ademas, los microrreactores tienen
el potencial de aumentar la seguridad de procesos peligrosos. Por ejemplo la
fluoracién de compuestos aromaticos se puede lograr con una prevencion de la
fuga térmica?. En caso de falla del microrreactor, las consecuencias seran
relativamente menores debido a la pequefia masa de material presente en el

reactor en un momento dado.

Aparte de los ensayos y reacciones, la microfluidica ha jugado un papel
interesante en muchas otras areas. Los ejemplos incluyen fotoméascaras en escala
de grises que consta de canales llenos de diferentes concentraciones de
colorante®, camaras elastoméricas presurizadas®, circuitos fluidicos para
implementar en computacion del ADN y microcanales para enfriar circuitos

microelectronicos*.
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1.5. Conceptos Fundamentales y Fisica de la microfluidica

en estudios celulares.
1.5.1 Introduccioén.

El manipular pequefias cantidades de fluidos (gases y/o liquidos) para efectuar
reacciones, hacer andlisis, o investigaciones fundamentales, energia, medio
ambiente, la medicina, la biologia, la fisica y la quimica son de gran interés en el
campo cientifico y aplicaciones industriales. Si se fabrican a bajo precio, los
dispositivos podrian ser desechables, eliminando la contaminacion cruzada entre
pruebas*142:43.144,4546,47.4849 | 3 microfluidica es la ciencia y tecnologia que
puede manipular pequefias cantidades de fluidos (107 a 10°'° L.), donde las
estructuras o canales tienen dimensiones en escala micrométrica* 4051, | a
microfluidica se han convertido rapidamente en una herramienta importante en
varios campos de investigacion basica-4952535455 = \/arios materiales e
instrumentos como: tubos, nebulizadores y aspersores hoy en dia estan basados
en sistemas de microfluidica especialmente en sintesis quimica®®-485455 Una
razén de su rapido desarrollo es por la prediccion de los flujos en una escala
micrométrica permitiendo un control exquisito de las interfaces en los
microcanales. Hoy en dia la microfluidica se ha utilizado en muchos campos
cientificos e industriales como una herramienta para el desarrollo de diversos

temas relacionados con la quimica, materiales, biologia o fisica.

En esta seccion se enfoca en los fundamentos fisicos sobre los que esta disciplina
ha formados sus pilares y como estos fundamentos tienen efectos directos sobre
las células. Las caracteristicas espaciales de la microfluidica se centran entre la
macroescala y nanoescala, lo que le confiere una dualidad en el comportamiento
del fluido. Sin embargo, la microescala es mucho mas grande que la trayectoria
libre media (4) del movimiento de las moléculas. Por lo tanto, el fluido en el
espacio de la microescala obedece a la ley del medio continuo, que puede tratarse
mediante la ecuacion de la continuidad®?. Generalmente, la mayoria de los
mecanismos basicos que gobiernan a los fluidos, también se puede utilizar para

la microfluidica como; la ley de Pascal, la ley de Laplace, la de Bernoulli y las
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leyes de Poiseuille, y los modelos de dinamica de fluidos de Navier-Stokes-
Fourier. Sin embargo, a medida que se reduce la escala, el efecto de las fuerzas
viscosas se vuelve dominante en la microfluidica, diferente de la macroescala en
la que el efecto de la fuerza de inercia domina el comportamiento del fluido y en
la microescala con un nimero de Reynolds bajo el flujo laminar se vuelve
dominante. Por lo tanto, el tipo de transporte de masa dominante cambia de
conveccion a difusion. Ademas, la movilidad electroforética es independiente de
la escala, estd relacionada con los campos eléctricos que conduce a
caracteristicas de flujo Gnicas en microfluidica®3°¢>’, El transporte por difusion,
efectos capilares, asi como los relacionados con la viscosidad, tension superficial
y efectos de superficie e interfaz, resultan ser dominantes en sistemas
microfluidicos®*%8. A continuacién, se describira el mecanismo de fluido basico
de la ley del medio continuo y algunas caracteristicas mesoscopicas Unicas en
los microcanales. Luego, brevemente la fabricacion de los dispositivos

microfluidicos sera descrita y analizada.

1.5.2 Viscosidad en los fluidos y en las células.

A diferencia del estado s6lido donde las moléculas suelen vibrar en el estado fijo,
las moléculas en los liquidos son libres de moverse y solo estan limitadas por la
cohesién, fuerzas que dan lugar a efectos viscosos, que se ven afectados en su
mayor parte por la temperatura y ligeramente por presion. Por lo tanto, al igual

que los solidos, los liquidos generalmente se tratan como no compresivos.

Entonces, la viscosidad (x) es muy importante para las moléculas en estado
liquido, particularmente en el analisis de transporte de masa y calor en las
interfaces de liquido-liquido y gas-liquido®. Por otro lado, la viscosidad celular
se ve afectada por una multitud de parametros y cada célula tiene una viscosidad
especifica y, por lo tanto, deformabilidad. Por ejemplo, la deformabilidad de las
células sanguineas disminuye cuando se infectan con Plasmodium falciparum.
Por el contrario, las células cancerosas tienden a ser mas deformables que las

células sanas de su entorno®. En consecuencia, los estudios deformaciones
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celulares tienen un gran potencial en el desarrollo de métodos novedosos para

clasificar y aislar células o incluso en estudiar procesos bioldgicos.

Tradicionalmente, los estudios de deformacion celular se realizan con una sonda
de un microscopio de fuerza atdbmica (AFM) que esta en contacto directo con la
célula®. Sin embargo, implican un contacto directo con la célula que puede dafiar
o alterar su estructura. Para evitar el contacto directo con las células y prevenir
dafios no deseados y/o alteraciones de la estructura celular, se han realizado
varios estudios utilizando hidrodinamica manipulacion en sistemas
microfluidicos®1:6263,64656667.6869 hor ejemplo; estudiando la deformabilidad de
poblaciones de leucocitos sanos y malignos se logro predecir el estado de
enfermedad en pacientes con cancer con activacion inmunitaria obteniendo una
sensibilidad de 91% y una especificidad del 86%*2 .

Por lo tanto, para las células la viscosidad esta muy ligada con la deformabilidad
celular, mientras que la viscosidad () o la viscosidad dindmica de un fluido es
una medida de su resistencia a la deformacion gradual por el esfuerzo cortante o
el esfuerzo de traccion. Si se visualiza mas detenidamente un fluido como se
observa en la figura 2.3 se puede apreciar que el mismo se encuentra contenido
entre dos placas con limites paralelos, donde una placa es estacionaria y la otra
placa estd en movimiento, con una velocidad horizontal constante u. Donde la
magnitud de la fuerza F es proporcional a la rapidez u y al &rea A de cada placa

es inversamente proporcional a su separacion y:

Ecuacién.1.1 F= yA;—f
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dimension y A

Placa movil (2D) > Velocidad, u

Esfuerzo de corte, 1

Gradiente,

Fluido —i u/d
du/dy
*

Placa fija (2D)

Figura.1.3. Flujo laminar de cizalla entre dos placas. La friccion entre el fluido y
los limites en movimiento ocasiona que el fluido cizalla debido a la tension (7)
causado por la velocidad de gradiente (du/dy) en una velocidad de flujo relativo
(u). La fuerza requerida para esta accion es una medida del valor numérico de la

viscosidad del fluido 8.

El factor de proporcionalidad p en esta formula es la viscosidad
(especificamente, la viscosidad dinamica) del fluido®8. Ademas, la velocidad del
fluido cambiara suavemente desde cero en la superficie estacionaria hasta la
velocidad de la superficie en movimiento, o formando un gradiente espacial. La
velocidad del fluido du/dy ocasionado por esfuerzo cortante es linealmente
proporcional a la tasa de deformacion en fluidos Newtonianos que es una
constante de proporcionalidad. La cual se la denomina convencionalmente como
viscosidad del fluido p Ecuacion 1.1 (que es Unica e independiente para cada
fluido). Por otro lado, muchos de los fluidos bioldgicos pertenecen a una
clasificacion conocida como fluidos no-Newtonianos como por ejemplo; la
sangre’®, donde la relacién entre el esfuerzo cortante y la velocidad de
deformacion no es lineal y ademas resulta variable, lo que resulta en diferentes
patrones de comportamiento en el flujo. Por lo tanto, es importante que se tenga
en cuenta cualquier no linealidad en el comportamiento de los fluidos cuando se
estudia células o particulas en un flujo™. La relacién u/y se conocida como tasa
de deformacidn o velocidad de cizalla y es la derivada de la velocidad del fluido
en la direccion perpendicular a las placas. Isaac Newton expreso las fuerzas

viscosas mediante la ecuacioén diferencial:
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Ecuacion.1.2 T=p—

donde T = F/Ay du/dy es la velocidad de corte local. Esta formula asume que
el flujo se mueve a lo largo de dos lineas paralelas al eje y, el cual es
perpendicular al flujo. Esta ecuacion se puede utilizar cuando la velocidad no
varia linealmente mientras el fluido pase a través de la tuberia. En un flujo
paralelo en general (como podria ocurrir en una tuberia recta), el esfuerzo
cortante es proporcional al gradiente de la velocidad, como en una seccion
transversal de un canal de microfluidica®. El perfil de velocidad a través de la
seccidn transversal de un canal de microfluidica se puede determinar a partir de
la solucién de las ecuaciones de movimiento de fluidos, Navier-Stokes y las
ecuaciones de conservacion de masa (o continuidad)’?. Sin embargo, para una
seccion circular transversal canal de diametro d, el perfil de velocidad est4 dado

por la siguiente relacion (r, 0, z):

2
Ecuacion.1.3 1, (r) = %(1 _ (Zd_r) )

donde Q es el caudal volumétrico y r es la distancia radial desde la linea central
del canal. La ecuacion 2.3 describe una funcion parabdlica en la direccién radial
y, por lo tanto, el perfil de velocidad dentro de un canal o tuberia circular se
denomina "parabdlico”, con una velocidad méxima que ocurre en la linea central
del canal. Sin embargo, la distribucion de velocidad en un canal cuadrado o
rectangular es mas complejo, la ecuacion de la velocidad y su distribucion en un
canal rectangular se proporciona en la seccion S1 para el lector interesado. Este
perfil de velocidad particular (en un canal rectangular) es el producto de las
interacciones de la capa limite entre las paredes laterales y las paredes superior
e inferior y la diferencia en sus dimensiones. Al introducir simetria dimensional,
por ejemplo, adoptando un canal con idéntica altura y ancho, los perfiles de
velocidad a lo largo del ancho y la altura de el canal se vuelven idénticos. Por
otro lado, en fluidos no-Newtonianos, la relacion entre el esfuerzo cortante o

corte de cizalla y la velocidad de deformacion no es lineal. Por lo tanto, el
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esfuerzo cortante en las paredes de los microcanales resulta ser critico para las
células. Las fuerzas de corte pueden alterar el comportamiento o incluso dafiar
laestructura del citoesqueleto de la célula si ésta fuerza es excesivamente grande.
Para obtener la distribucion del esfuerzo cortante en la pared del canal, el
gradiente de velocidad (es decir, la tasa de deformacion) en la pared debe ser
determinado utilizando la ecuacion 2.3 para un canal circular, con respecto a r,

lo que produce:

P du 32uQ
Ecuacién.1.4. Tpared = W pared = _”d_rZJ =2k
T=2

En la ecuacion 2.4 se el esfuerzo cortante de pared en un canal circular o tubo es
constante a través de las paredes del canal. La viscosidad y del didmetro del canal
son una funcion del caudal. ElI mayor flujo en el canal ocurre cuando el didmetro
del canal es menor, la viscosidad se vuelve constante cuando se alcanzan valores
grandes del esfuerzo cortante de la pared. Por el contrario, el esfuerzo cortante
de la pared en un canal rectangular no es constante y varia a lo largo de las

paredes superior, inferior y laterales del canal.

1.5.3 Difusién y particulas.

La mezclaen fluidos no solo depende de la viscosidad de los fluidos sino también
del coeficiente de difusion de masa o la difusividad de masa (D)%. El
movimiento browniano es el movimiento aleatorio de particulas en suspension
sumergidas en un fluido (liquido o gas), que es el resultado de su frecuente
colision con los a&tomos o moléculas en el gas o liquido. Segun la teoria de
Einstein-Smoluchowski, la distancia cuadratica media a la que se difunde una

particula en el tiempo t se expresa como®®.73;
Ecuacién.1.5 <r?>=6Dt
donde D es el coeficiente de difusion. Segun la relacion de Stokes-Einstein, el

coeficiente de difusion se expresa como:
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kT
3ntua

Ecuacion.1.6 D =

Donde k es la constante de Boltzmann, que es aproximadamente 1.3806488x 10
23 J/K. T es la temperatura absoluta’. De la ecuacion anterior, podemos ver que
cuanto mayor es la temperatura T, mayor es el coeficiente de difusion D. Por el
contrario, cuanto mayor es el tamafio de particula o mayor es su viscosidad media
i, menor es el coeficiente de difusion. Un sistema de microfluidos tipico
normalmente opera a una temperatura ambiente de 25 °C. El coeficiente de
difusion D para una particula de 1 pum en agua es tedricamente aproximadamente
4x101® m/s. Cuando el sistema particulas-fluido no es estatico, sino que se
mueve a lo largo del microcanal, el nimero de Péclet se puede emplear para

evaluar la importancia relativa de la conveccion a la difusion’.

Ecuacion.2.7 Pe = —

donde L es la dimensidn caracteristica del canal y U es la velocidad caracteristica
del fluido. Un namero de Péclet grande indica que la conveccion domina el
transporte de particulas en el flujo, mientras que un nimero de Péclet pequefio

significa que la difusion juega un papel principal en el transporte.

En la microfluidica inercial, la velocidad lineal caracteristica del fluido esta en
la escala de ~ m/s, y las dimensiones caracteristicas de los microcanales esta en
el orden de ~100 pm. El nimero de Péclet para particulas de 1 um en
microfluidos inerciales es ~2.5 x 108, lo que indica que la convecciéon domina el
transporte de particulas en lugar de la difusion. Por lo tanto, la difusién
normalmente se ignorard en el analisis del movimiento de particulas a

microescala en microfluidos inerciales.

La difusion de la sefializacién moléculas se ha estudiado ampliamente en la
perfusion de sistemas microfluidicos’. Por ejemplo; utilizando un dispositivo de
microfluidica junto con modelos numeéricos para movimiento browniano.
Determinaron el impacto local endégenamente de ligandos secretados para la

activacion de la glucoproteina 130 (gp130) y su activacion del transductor de
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sefial y activador de la transcripcién 3 (STAT3) en células madre embrionarias
de raton (mESC). Lograron demostrar tanto experimental como numéricamente
que los niveles de activacion de STAT3 disminuyen al aumentar el caudal (es
decir, con el numero de Péclet), lo que resulta en una mayor diferenciacion de
mESC™,

1.5.4 Efectos Hidrodinamicos en los microcanales.

El flujo de un fluido se caracteriza comunmente por numeros adimensionales,
como el nimero de Reynolds Re, que es la relacion entre las fuerzas inerciales y

las fuerzas viscosas:

.y, ud
Ecuacién.1.8 Re="2 ’ Hog, =22

donde p es la densidad del fluido, U es la velocidad caracteristica del flujo, dH
es el diametro hidraulico del canal, p es la viscosidad dindmica del fluido, A y P
son el area de la seccion transversal y el perimetro del canal, respectivamente. El
flujo de un fluido en los canales de microfluidica esta descrito por el
desplazamiento en canales con pequefias dimensiones (dH), velocidades (U) v,
por lo tanto, en la mayoria de los casos, se caracteriza por un nimero bajo de
Reynolds, donde el flujo es laminar y los elementos de fluidos se mueven en
lineas paralelas ordenadas. Numeros bajos de Reynolds también indican que las
fuerzas viscosas dominan a las fuerzas de inercia en la microescala. En pocas
palabras, las fuerzas viscosas surgen cuando el fluido se ralentiza debido a la

friccién, por ejemplo, cerca de la pared de un canal .

1.5.5 Momentum y limite de la trasferencia de masa entre las

capas de un fluido.

Cuando un fluido es confinado en un microcanal, las paredes del canal ralentizan
a los fluidos. Forméandose capas, adyacentes a la pared que fluye lento, en

comparacion con el flujo de campo lejano (fluido que fluye a una distancia muy
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alejada de la pared). Entre estas dos capas (capa limite) crece segln la relacion

obtenida de la solucién de Blasius para una capa limite laminar’®77:

Ecuacion.1.9 6=

donde 6 es el espesor de la capa limite y x es la distancia desde el borde de la
pared’?. Mas alla de la longitud de la entrada (Le), las distribuciones de
velocidades a través de la seccion transversal del canal no evolucionan durante
mas tiempo, pero se mantienen estables a lo largo del canal. La longitud de
entrada para un canal con una seccion transversal arbitraria y de diametro

hidraulico, dh, y el nimero de flujo de Re esta dado por’®:

Ecuacion.1.10 ;_e ~ 0.05Re

h
De la ecuacion 2.10, es notable que para un nimero de Reynolds bajo (Re ~ 1),
la longitud de entrada es sélo una fraccion del diametro hidréaulico y por lo tanto

es insignificante en la mayoria de las aplicaciones de microfluidica.

La concentracion de analitos dentro del flujo entrante también se ve afectada por
la distribucion del momentum (velocidad). Como el analito es consumido o
producido por las células adheridas a la pared, sera transportado a través de la
seccion transversal del canal por una combinacién de difusion de masa y
conveccion, lo que resulta en una capa limite de transferencia de masa. La capa
limite de transferencia de masa el espesor (d¢) esté relacionado con la capa limite

de momento (8) de acuerdo con’®:

.. S¢c 1 v
Ecuacion.1.11 5= Sc73,8c = =

donde Sc es el nimero de Schmidt (que define la relacion entre la difusion del
momento en el fluido y la difusion del analito dentro del fluido), D es el
coeficiente de difusion del analito y v la viscosidad cinematica. EI momentum

de la capa limite es a menudo mas gruesa que la capa limite de transferencia masa
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porque el coeficiente de la difusién del momentm (también conocido como
viscosidad cinemaética) es a menudo varios 6rdenes de magnitud mayor que la

difusion del coeficiente del analito’®.

Similar a la caracterizacion de flujo y del transporte, a través del numero de
Reynolds, el transporte de masa en canales y capilares se caracteriza por ser
adimensional NUumero de Péclet. EI nimero de Péclet es la relacion entre el
transporte de masa convectiva (es decir, transporte debido al flujo) y el transporte
de masa difusiva, cuanto mayor es la velocidad en un capilar, mayor es el nUmero
de Péclet y entonces estd asociado al transporte convectivo. Ademas una
caracteristica importante del trasporte de masa del flujo de un fluido en entornos
microfluidicos es la dispersion de Taylor, que describe una mejor propagacion
axial de los analitos debido que estudia la distribucion de velocidades en la pared
del canal a lo largo de la seccion transversal. Donde el coeficiente de difusién

"efectivo” (De) se puede determinar a partir de la siguiente relacion’:

Ecuacioén.1.12 D,=D (1 + LPez)

192

Donde la ecuacion 2.12 sugiere que, a nimeros bajos de Pe, el coeficiente de
difusion es igual al coeficiente molecular de difusion y a medida que aumenta la

velocidad del flujo mejora la difusion efectiva®®8?,

1.5.6 Ley de Pascal.

La presion ejercida en fluido incompresible, estatico en cualquier lugar cerrado
se transmite por igual en todas las direcciones a través del fluido (Ley de Pascal).
La presion ejercida por un fluido estatico se denomina presion de fluido estéatico,
que surge del peso de ese fluido y por lo tanto depende solo de la profundidad

del fluido h, su densidad p, y la aceleracion de la gravedad g:

Ecuacion.1.13 Prruido estatico = pgh
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Se puede interpretar de la ley de Pascal, que cualquier cambio en la presion
aplicada en cualquier punto del fluido se transmite de forma igual a través del

fluido®s.

1.5.7 Conservacion de energia (ecuacion de Bernoulli)

La ecuacion puede ser derivada del principio de la conservacién de la energia
donde, la suma de todas las formas de energia mecanica permanecen constantes
alo largo de la linea de flujo. El fluido posee energia cinética por su movimiento,
y también tiene energia potencial. Ademas, si se realiza un trabajo sobre el fluido
debido a la presion estatica. Si no hay pérdidas por friccion, se aplica la ley de

conservacion de energia y la ecuacion de Bernoulli es la siguiente:
., 1
Ecuacion.1.14 P+ pgh + Epu2 = constante

Donde P es la presion hidrostatica, h es la altura sobre el nivel de referencia, u
es la velocidad, p es la densidad y g es la aceleracidn de la gravedad en cualquier
elemento de volumen en la linea de flujo del fluido. EI término pgh se conoce
con el nombre de presién hidraulica y la expresion ¥ pu? se denomina presion

dindmica®s.

1.5.8 Efecto de las fuerzas hidrodinamicas sobre la cinética

de unidn de receptor-ligando.

La adhesidon celular a menudo esta mediada por un pequefio nimero de enlaces
receptor-ligando, a veces incluso por un solo enlace. Como resultado de estos
pequefios numeros de enlaces, los eventos de unidon celular se vuelven
estocasticos. La presencia de fuerzas externas (como fuerzas hidrodinamicas)
durante la reaccién de unién complica ain mas la union (en términos de
estocasticidad). Esta naturaleza probabilistica multifacética de la union receptor-
ligando ha estimulado las maneras de dilucidar estos efectos estocasticos a través

de modelos matematicos y de la experimentacion®?. Bells® ugiri6 una relacion
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entre la tasa de disociacion de la union y la reaccién de la fuerza de desalojo

Ccomo Se muestra a continiacion:
Ecuacion.1.15 K;(f) = KSexp[(af /K, T)P]

donde K es la tasa de disociacion en ausencia de una fuerza externa, a define el
estado de enlace, f es la fuerza de desalojo, y K, y T son la constante de
Boltzmann y la temperatura, respectivamente. Se han dedicado muchos estudios
experimentales a probar la validez del modelo de Bell y una variedad de
investigaciones numeéricas han implementado el modelo en sus soluciones®. Por
ejemplo, utilizando una bicapa lipidica en un canal confinado, utilizando un
fluido que contenia neutrdfilos®. La bicapa estaba formada por lipidos y
enlazados con P-selectina (a una densidad de 1 a 15 por um?). Lograron validar
las tasas de disociacion a varias fuerzas de traccion para comprender mejor la
biofisica del rodamiento celular e investigar el desprendimiento de neutréfilos
en flujo cortante (3,5 s7') y sin esfuerzo de traccion (1 s™') para definir
parametros cinéticos. Sus datos experimentales coincidieron con la ecuacion
propuesto por el modelo de Bell, y pudieron calcular la distancia del enlace de
0,05 nm.

Fabricacion de dispositivos de microfluidica

Hoy en dia, la microfluidica y las microtecnologias han surgido como poderosas
herramientas para recrear los microambientes para el desarrollo y anélisis
celular. Hay diferentes técnicas de fabricacion para generar los dispositivos de
microfluidica, y cada técnica ofrece diferentes ventajas y desventajas.
Histéricamente, la técnica mas utilizada para fabricar microdispositivos en
aplicaciones celulares hasido la litografia®. Dado que esta técnica se ha utilizado
para fabricar los microdispositivos utilizados en esta tesis, la técnica sera
explicada brevemente. Una fotoresina se expone a una longitud de onda
especifica (por ejemplo, luz ultravioleta) siguiendo un patron espacial definido
por una mascara. En fotoresinas negativas (por ejemplo, SU-8), la luz expuesta
regiones polimerizan, mientras que las regiones no expuestas se eliminan

utilizando diferentes disolventes. En fotoresinas positivas, las regiones no
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expuestas polimerizan, mientras que las expuestas se eliminan. La utilizacion de
fotoresinas, demanda la utilizacion de salas limpias, impidiendo la accesibilidad
a esta tecnologia. Por otro lado, En el capitulo 2 se detalla el protocolo utilizado
de un fotopolimero que es utilizado ampliamente en esta tesis. Tradicionalmente,
la estructura de la fotorresina se utiliza como plantilla 0 moldes para fabricar los
microdispositivos, basados en PDMS. El PDMS se vierte sobre la fotorresina y
después de la polimerizacién del PDMS las estructuras se desprenden. La
estructura final basada en PDMS se adhiere a un cubreobjetos de vidrio por
medio de un tratamiento de plasma (los detalles del protocolo utilizado en esta
tesis se muestran en el capitulo 2). ElI PDMS exhibe varias ventajas para las
aplicaciones de cultivo celular: 1) es biocompatible; 2) alta permeabilidad
permite el intercambio de gas oxigeno/CO2 en incubadoras; 3) su
comportamiento elastico permite deformaciones mecanicas; y 4) su costo

relativamente bajo permite la produccion de microdispositivos®’.
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1.8. Suplementario S1

Resolviendo Navier-Stokes para un microcanal cuadrado sin condiciones de

borde por la fuerza de cizalla en las paredes, donde se describe el perfil de

velocidad:
y
cosh|nm=
Y =1,3,.. % 1- #‘7‘) sin (nn%)
480Q cosh (nnz—h)
Ux(Y: Z) = 3
m>hw 1-Y*=1,3 192h tanh (nnl)
n - ) ) llllnSnSW Zh

Donde Q es el caudal volumétrico, h y w son la altura y el ancho del canal.
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Capitulo 11

Molde de resina epoxica y dispositivos
de microfluidica de PDMS mediante
una placa de un fotopolimero de

Impresion flexografica.
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Resumen.

La placa de impresion de fotopolimero flexografico es un material fotopolimérico
nuevo utilizado para la fabricacion de microdispositivos. Este trabajo demuestra
que el molde maestro de fotopolimero flexografico puede ser utilizado para la
fabricacion de microdispositivos de PDMS a través de un proceso de manufactura
multipasos. Esta metodologia abarca tres pasos principales de fabricacion: (1) se
genera un molde de placa de impresion de fotopolimero flexografico (Fmold)
mediante exposicion a luz UV a través de una filmina transparente, (2) las
estructuras del molde de fotopolimero se transfieren al molde de resina epoxica y
(3) se fabrica el microdispositivo a partir del molde de resina epoxica. La
caracterizacién de los microdispositivos de PDMS fabricados fue realizada
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y perfilometria. Los resultados
mostraron alta precision en la replicacion de los perfiles. La metodologia descrita
en este trabajo provee una estrategia facil, robusta y de bajo costo que facilita el

escalamiento de los dispositivos de microfluidica sin requerir equipo sofisticado.

Introduccion.

La técnica de flexografia es un proceso de impresion muy extendido que se ha
utilizado en varios sustratos como paquetes de alimentos, periddicos, insertos,
papel de regalo, papel tapiz, catalogos, entre otros 2. En los Gltimos afios, esta
técnica se ha empleado para producir varias estructuras en relieve para sistemas de
fluidos en papel®, dispositivos electronicos como electrodos®, condensadores®,
sensores® y transistores’. Los procesos involucrados son; el uso de impresion
grafica convencional, tintas funcionales, sustratos como vidrio, papel, pelicula
PET, placa de impresion flexografica de fotopolimero entre otros®®. Como
resultado, una variedad de patrones con escala micrométrica se puede obtener con
una resolucion y espesor uniforme. Las mejoras logradas con esta técnica han
llevado a un alto rendimiento y a un disefio de dispositivos complejos con una
amplia variedad de aplicaciones en diferentes campos®°. La metodologia de uso de
la tecnologia flexogréfica para la fabricacion de los dispositivos de microfluidica
la metodologia se ha desarrollado y caracterizado recientemente previamente por

los autores'?. Tiene muchas ventajas sobre métodos no tradicionales como la
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ablacién con laser de CO2, estampado en caliente!?, sello de acero inoxidable®3,
toner 4, moldeado liquido®%, bloques de construccién'’, ablacion laser'®,
hinchamiento laser'®, semicontacto escritura®®, impresion 3D?1?? y molde de
cera?. Las principales ventajas de los moldes flexograficos son: (i) fabricacion de
moldes en poco tiempo, (ii) el fendmeno de laminacion debido a las estructuras del
molde de fotopolimero forma un solo elemento que esta ausente, (iii) bajo costo,
(iv) moldes multiples con una variedad de dimensiones (altura, ancho, largo)
podrian fabricarse, (v) replicacién de alto rendimiento, (vi) ancho minimo del canal
de 10 um y (vii) baja rugosidad superficial de las estructuras'®. En los trabajos
anteriores, a pesar de todas las ventajas mencionadas del Pliegues, su vida til se
limitaba al desprendimiento de la capa de SiO:2 causado por el proceso de
replicacion. Adicionalmente, para la fabricacion es necesario un equipo de
deposicion de vapor quimico (CVD) para los moldes. En este trabajo, una
metodologia alternativa para fabricar microdispositivos PDMS fue desarrollado,
combinando la técnica Fmold con el método ERmold. La nueva metodologia
ofrece moldes duraderos que no requieren la deposicion de SiO2 como la
metodologia informada anteriormente y, por tanto, su durabilidad es mucho mayor.
Ademas, la fabricacion ERmold no requiere equipo CVD, por lo que este molde se
puede utilizar ampliamente en cualquier laboratorio sin necesidad de adquirir
costosos equipos. Finalmente, los moldes resultantes y las réplicas de PDMS
fueron caracterizados mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y

técnicas de perfilometria.

2.4. Materiales y métodos.

2.4.1 Fabricacion de dispositivos de microfluidica PDMS.

El proceso de fabricacion de los dispositivos de microfluidica de PDMS consta de
tres pasos principales: (1) fabricacion del molde maestro flexografico de
fotopolimero (Fmold), (2) fabricacion de un molde macho de resina epoxica
reutilizable (ERmold) utilizando el Fmold mediante copia de la réplica y (3)
transferencia del ERmold en PDMS. Este proceso se resume esquematicamente en
figura 2.1. El Molde maestro flexografico de fotopolimero (Fmold): El
fotopolimero Flexcel NX y la capa térmica de imagen (TIL) utilizadas en la

fabricacion de los moldes fueron suministrados por Eastman Kodak?*. Los pasos
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de fabricacion del Fmold se han descrito en un trabajo anterior'®. Brevemente, la
red de microcanales se disefid con un paquete informatico editor de disefio?® este

disefio fue transferido al TIL con una fuente de laser infrarrojo de 2400 ppi.

" RESINA .
> EPOXICA . /'/

PDMS

" Fmold ERmold B PDMS VIDRIO

Figura. 2.1. Fabricacién del microdispositivo de PDMS. (a) Molde maestro del
fotopolimérico flexografico (Fmold). (b, ¢) La resina epoxica se cuela sobre el
molde F y se cura a 25 °C. (d, €) Después de 72 h, se despega el molde ER para
formar el molde macho. (f, g) El PDMS se vierte sobre el ERmold y se curaa 40 °
C durante la noche. (h) Se despega la réplica de PDMS. (i) Se perforan los puertos
de entra y salida para las conexiones y luego la réplica se une irreversiblemente a

un portaobjetos de vidrio por exposicion al plasma.

En el siguiente paso, se expuso la placa de fotopolimero a la luz UVA a 0.45 J en
el reverso y luego en el anverso se expuso a luz UVA a 19 J durante 360 s, después
se elimino el TIL. Se utilizaron diferentes periodos de exposicion a los rayos UVA
en el reverso para controlar la altura de los microcanales. Posteriormente, la placa

de fotopolimero se lavé con disolvente PROSOL N-1 (suministrado por Eastman
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Kodak) a 360 mm.mint y se secé en estufa durante 30 min a 50 ° C. Finalmente,
la placa de fotopolimero se expuso a luz UVC a 10 J durante 17 miny luz UVA a
4 J durante 2 min en la parte frontal. Este molde fue codificado como Fmold. Antes
de su uso, el Fmold se coloco en una estufa a100 °C por 12 h y luego se tratd en
una cdmara de vacio por 1h. a 25 °C, seguido de un proceso de limpieza en solucion
de etanol al 70% en bafio ultrasonico por 7 min, secado a 40 °C por 10 min y con
nitrégeno. EI molde de resina epdoxica (ERmold): disponible comercialmente y un
agente de curado (Cristal-Tack, Novarchem - Argentina) se mezclaron con
agitacion manual durante 3 minutos en una proporcidn en peso de 2:1 y se trataron
con un sonicador (TESTLAB Ultrasonic Cleaner) durante 7 min para eliminar las
burbujas de aire. Luego, la mezcla se vertio sobre el molde Fmold y se curé a
temperatura ambiente durante 72 h. Después del curado, el molde de resina epoxica
se despegd del molde Fmold para formar el molde macho (Figura. 2.1d), este
molde se conoce como ERmold.

Microdispositivo PDMS: Brevemente, el PDMS se mezcl6 con el agente de curado
en una proporcién en peso de 10:1 (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit), como fue
descrito por Pefiaherrera et al.?® Luego, la mezcla se coloco al vacio durante 30
min para eliminar las burbujas de aire, se vertié en el Ermold y se cur6 en una
estufa a 40 ° C durante la noche (Figura. 2.1f, 2.1 g). Después del curado, la réplica
de PDMS se despeg6 del molde y se perforaron los orificios para las entradas y
salidas de los canales de 1 mm de didmetro. (Integra Miltex®Ted Pella, Inc).
Finalmente, la réplica se unié de forma irreversible a una oblea de vidrio después
de la exposicion a un generador de alta frecuencia (BD-10AS, Chicago) durante
120 s.

2.4.2 Caracterizacion.

La caracterizacion morfologica de los Fmolds, ERmolds y las replicas de PDMS
se llevd a cabo utilizando un microscopio electrénico de barrido (TESCAN FEG
SEM MIRABJ). Para evitar dafio de las muestras, las mediciones SEM se realizaron
a voltajes de 7 kV. Previamente, los moldes fueron metalizados con una capa de
oro de 20 nm. Las mediciones cuantitativas se realizaron con el paquete
informatico MIRA TC version 4.2.24.0. Las medidas de perfilometria fueron
realizado con el perfilometro Dektak XT de Bruker, y el analisis se llevo a cabo

utilizando el paquete informatico Vision 64. Se realizaron exploraciones lineales
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con una punta de radio de 25 um, a una velocidad de escaneo de 10 ums™ y a una
frecuencia de muestreo de 0,01 Hzmm™. Antes de la caracterizacion, los moldes

estuvieron en una estufa a 40 ° C durante 1 h.

2.5. Resultados y discusion.

2.5.1 Replicacion de caracteristicas.

La figura 2.2 muestra imagenes de SEM de PDMS réplicas con diferentes
topologias, estructuras y dimensiones. Caracteristicas: circular, curvas,
serpenteante, cuadrado, diagonal y lineal y sin canales lineales, con dimensiones
de ancho que van desde 80 pum hasta 2200 pum. La replicacion exitosa de las
topologias microfluidicas en Fmold y ERmold demuestran que la metodologia

desarrollada permite obtener réplicas de PDMS a través de la plancha de impresion

flexografica del fotopolimero.

Figura. 2.2 Imégenes SEM de topologias de canales de microfluidica PDMS

moldeados a partir de ERmold. Replicas de topologias microfluidicas que van
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desde patrones lineales y curvos: A: circular, B: serpentina, C: diagonal, D: curvo,

E: cuadrado, F: interseccion lineal. (barra de escala: 100 pm).

Tabla 2.1. Fidelidad de la replicacién de Fmold/ERmold. Profundidad, altura y

ancho medidos en el microcanal después de cada réplica.

Disefio por L-edit

., ERmold- ERmold- ERmold-
Seccion paquete Fmold
. " 1 2 3
informatico
Altura/Profundidad (pm),
—————————————— 144+16 141+16 143+22 143+1.6
Ancho(pm)y
A 500 518+25 505+05 503+34 507+79
B 400 411+05 395+21 395+31 392+11
C 70 83+05 75+42 78+24 7942

a Las medidas de altura y profundidad se determinaron mediante la técnica de perfilometria (n = 6).

b Las medidas de ancho se determinaron mediante la técnica SEM (n = 3).

2.5.2 Fidelidad de la replicacion de Fmold/ERmold vy

durabilidad de Fmold.

La fidelidad de replicacion de Fmold al ERmold fue evaluada comparando las
dimensiones caracteristicas de los moldes. Para ello, un dispositivo microfluidico
generador de gotas de emulsion Unica de enfoque de flujo fue disefiado. Se
utilizaron medidas de perfilometria e imagenes de SEM para determinar las
dimensiones de profundidad, altura y ancho. Ademas, la estabilidad y durabilidad
del Fmold se evaluaron comparando tres réplicas de ERmold obtenidas del mismo
Fmold. La figura 2.3 muestra las imagenes SEM de tres secciones de interés en el
Fmold y la primera, segunda y tercera réplicas de ERmold. Las regiones
seleccionadas se componen de una union en T (seccion A), curva (seccion B) e
interseccion lineal (seccion C) que corresponden a segmentos del microcanal. La
Tabla 1 enumera las dimensiones de altura, profundidad y ancho del Fmold con
respecto a las réplicas de ERmold en las secciones A, B y C. La dimension del
ancho del ERmold fue obtenido por SEM, donde se aprecia una ligera contraccién
(<10%) en comparacion con Fmold. Ademas, el analisis de perfilometria muestra

que las dimensiones de las réplicas en la altura y profundidad tanto en el Fmold
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como en ERmold estdn muy cerca (144 pum), se observa una pequefia contraccion
(<3%). Los resultados demostraron que Fmold es un molde reutilizable que
permite obtener ERmolds con éxito. En cuanto a la comparacién entre el ancho del
canal del Fmold y el disefiado por el paquete informéatico L-edit, se observan
algunas diferencias. El ancho del canal dibujado es de 500 pm, 400 um y 70 pm
en las secciones A, B y C, respectivamente. Sin embargo, los anchos de canal en
estas secciones es 18, 11y 13 pm mas alto que el disefiado utilizando por el paquete
informéatico. Esto puede deberse al proceso de obtencion de imégenes de las
microestructuras en el TIL, ya que el laser tiene un didmetro de 10,5 um. En
consecuencia, las medidas finales del ancho de canal obtenidas en el TIL son més
grandes que los dibujados por el paquete informatico.

ERmold-1

ERmold-2

ERmold-3

~
=
~

Figura. 2.3. Precision en las caracteristicas de Fmold a ERmold. (a) Imagenes SEM
de secciones seleccionadas del Fmold fabricado (fila azul), ERmold-1 (fila verde),
ERmold-2 (fila verde) y ERmold-3 (fila verde). Seccion A: Union en T, seccion B:
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curva, seccién C: segmentos la interseccion del canal lineal. (b) Enfoque en el
disefio de dispositivo microfluidico donde se generan las gotas de doble emulsién.

(Barra de escala: 200 pum).

2.5.3 Fidelidad de replicacion ERmold / PDMS y durabilidad
ERmold.

La Tabla 2.2 muestra las medidas de SEM y perfilometria de las dimensiones del
canal para el Fmold y el ERmold, ademas se detallan la primera, quinta y décima
réplicas de PDMS de un dispositivo microfluidico que genera gotas de doble
emulsion. Se puede apreciar que las dimensiones del canal (ancho, alto,
profundidad) varian en menos del 10%, lo que demuestra que el PDMS puede
replicar con alta fidelidad. La figura 2.4 muestra las imagenes de SEM de las tres
secciones de las réplicas de PDMS; primera, quinta y décima. La geometria del
microcanal no cambio durante los multiples pasos. A partir de estos resultados, se
demostrd que las caracteristicas de transferencia del ERmold al PDMS son
precisas. Adicionalmente, se determiné la estabilidad y durabilidad del ERmold.
Los resultados evidencian que el ERmold puede emplearse en maltiples veces para
obtener réplicas de PDMS. Por otro lado, la precision es comparable a las
tolerancias fotolitograficas tipicas (10%)?, haciendo que la metodologia propuesta
sea candidato ideal para la fabricacién de dispositivos microfluidicos con
diferentes propositos ya que los microcanales poseen dimensiones relevantes para
una amplia gama de aplicaciones. Ademas, se demostré la reutilizacion y
durabilidad del ERmold; la resina epoxica comercial seleccionada genera moldes
maestros que se pueden utilizar para obtener réplicas de PDMS con un minimo

cambios en las dimensiones y de las caracteristicas.
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Tabla 2.2

Replicacién de ERmold/PDMS. Medida de la profundidad, ancho y alto del
microcanal después del proceso de desmolde.

Seccién Disefio por L-edit Fmold ERmold PDMS-1 PDMS-5 PDMS-10
Altura/
Profundidad
(pm)a
- - 227+16 227+23 246+19 230+26 229%3.6
Ancho(pm)b
A 2100 2118 +4.6 2112+6.0 2085+23 2098+5.6 2104+9.8
C 70 85+1.2 86 + 0.6 83+ 0.6 86 +2.5 85+ 2.3

a Las medidas de altura y profundidad se determinaron mediante la técnica de perfilometria (n = 6).
b Las medidas de ancho se determinaron mediante la técnica SEM (n = 3).
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Figura. 2.4. Precision en la copia de caracteristicas de ERmold a réplica de PDMS.
(@) Iméagenes SEM de secciones seleccionadas de las réplicas de PDMS. (b)
Enfoque en el sitio de emulsion del dispositivo de microfluidica generador de

gotas. (Barra de escala: 1000 um).

Conclusiones.

Para una variedad de areas de investigacion, un aspecto critico es seleccionar una
metodologia para construir moldes para fabricar microdispositivos PDMS.
Demostramos que ERMold podria considerarse una buena opcion para obtener
réplicas de PDMS con distintas topologias. Sorprendentemente, el enfoque
metodologico propuesto aqui permite fabricar moldes reutilizables con alta
capacidad de replicacidn y que contienen estructuras que van desde micrones hasta
milimetros. La funcionalidad y versatilidad de la metodologia ha demostrado con

éxito la fabricacion de varias topologias.
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Capitulo 111

Caracterizacion del proceso de
fabricacion de microporos sobre
sustrato de silicio por metodo

electroquimico.
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Resumen.

Para poder realizar el sensado de células y continuar con los objetivos planteados,
en el presente capitulo, se estudio el proceso de fabricacion de una serie de
microporos sobre obleas de silicio cristalino mediante la técnica del grabado
himedo. Se evalud la incidencia de distintos factores como el voltaje, la
temperatura y el agente de frenado sobre las caracteristicas especificas de la
formacion. A partir de los datos obtenidos de la evolucion de las corrientes fue
posible estandarizar el proceso y determinar el momento de formacion del poro, lo
cual es esencial en cuanto a la disponibilidad de un método compatible con las
exigencias de la industria. Finalmente, se concluy6 que la fabricacion de poros en
forma controlada, las condiciones dptimas corresponden a una temperatura de 84
°C, HCI como agente de frenado y voltajes de 0,1V, 0,5V y 1V respectivamente.
Los resultados encontrados son de gran importancia en los campos de la medicina

y la biologia en relacion con la utilidad de los poros como dispositivos de sensado.

Introduccion.

Durante la dltima decada las investigaciones en las areas de la nanotecnologia y la
nanobiotecnologia han motivado al desarrollo de dispositivos con tamafios en el
orden de los nanémetros. Actualmente, uno de los grandes intereses se centra en la
fabricacion de microporos y nanoporos que permitan el sensado de células y
moleculas como nucledtidos, enantiomeros, polimeros como PEG
(polietilenglicol), RNA, DNA vy polipéptidos. Esta linea de investigacion
representa perspectivas positivas en cuanto a la secuenciacion de ADN de tercera
generacion y el diagnéstico médicol. Entre los métodos que reporta la literatura
para la fabricacion de poros se encuentran metodologias que hacen uso de la
microscopia electronica®®, métodos de grabado quimico’® y métodos
electroquimicos®?*2. La fabricacion de nanoporos mediante técnicas de microscopia
electronica resulta ser muy util y permite tener un control adecuado con relacion al
tamafio y localizacion del poro. No obstante, estas tecnologias son costosas y
producen poros de alta fragilidad que presentan complicaciones al momento de
adaptarlos a las exigencias masivas de la industria médica y biologica, asi como a

los sucesivos traslados y manipulaciones de los que deberan ser objeto. En cuanto
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al método electroquimico, este consiste en la aplicacion de un voltaje durante el
proceso de grabado quimico controlado, seguido de una neutralizacion mediada
por un agente de frenado. Entre las ventajas de los poros obtenidos mediante la
técnica se destacan: alta resistencia, geometria controlada, estabilidad, y control en
los tamarfios® 1. Ademas, la fabricacion puede llevarse a cabo en un laboratorio sin
instalaciones costosas. Para la fabricacion de poros mediante el método
electroquimico se usan generalmente sustratos de silicio cristalino. Dicho material
se expone localmente a un agente como &cido fluorhidrico, hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio (KOH), hidroxido de tetra-metil amonio, entre otros, agentes
que lo corroen quimicamente. El grabado quimico con KOH ha sido especialmente
estudiado debido a su bajo costo, alta relacion de ataque (100) / (111), su naturaleza
no téxica y su facilidad de manipulacién en laboratorio”*4. Durante el proceso, los
atomos de silicio son arrancados de la estructura cristalina al entrar en contacto con
los hidrdxidos presentes en el medio. De esta manera, cuando se expone al ataque
quimico una region acotada sobre la superficie del material, se genera un cambio
de caracteristicas anisétropas con relacion a la reaccién sobre cada plano cristalino.
En particular, para el plano <111> se registran velocidades menores en
comparacion con el plano < 100 > 5, De este modo, el ataque quimico del sustrato
resulta en una pirdmide de base cuadrada de unos 54.74° de inclinacion®®. Sobre la
base de las caracteristicas particulares del método electroquimico, este trabajo de
tesis presentara la caracterizacion de la fabricacién de microporos bajo diferentes
condiciones de control. Los resultados del proceso se muestran teniendo en cuenta
la incidencia de los siguientes parametros en cuestiones especificas de la
formacion; a) potencial (0.1, 0.5 y 1V), b), agente de frenado (&cido clorhidrico,
acido formico) y c¢) temperatura (65 °C y 84 °C). A partir del estudio de cada uno
de los parametros mencionados es posible obtener las condiciones Optimas del
proceso y al mismo tiempo extrapolar el procedimiento para la fabricacion de
nanoporos. Cabe resaltar que hasta el momento no se ha reportado la
caracterizacion del proceso de formacién de poros bajo las condiciones

establecidas en este trabajo.
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3.3. Materiales y métodos.

Para la fabricacion de los poros se utilizaron obleas de silicio cristalino de 520 um
de espesor (Virginia Semiconductor In.) orientadas segun el plano < 100 > de la
estructura cristalografica. Las obleas de silicio fueron recubiertas por una capa de
200 nm de nitruro de silicio (SisN4) mediante el método de deposicion quimica por
vapor asistida por plasma (PACVD) a 600 °C. Como primera etapa del proceso, se
llevé a cabo la remocion localizada de SisN4 por medio de ablacion laser de
ventanas cuadradas convenientemente localizadas sobre la superficie de la oblea.
El recubrimiento de SisNa, resistente al grabado himedo, posibilita la localizacion
precisa de la zona de ataque, y en consecuencia el control de la posicion del poro
resultante (Figura 3.1) 8. En la segunda etapa se lleva a cabo un proceso de grabado
humedo rapido con una solucién acuosa de KOH (agq) 7M a 80°C sobre ambos
lados de la oblea, que finaliza cuando la separacion minima entre los hemisferios

se encuentra en el orden de 100 y 200 um (figura 3.1).

1. Oblea de silicio

2. Deposito de SizN4

3. Remocion localizada, via laser

4. Grabado Himedo (KOH 7M)

Figura. 3.1. llustracion esquemaética de las etapas iniciales del proceso de
formacion de poros. 1.1) Oblea de silicio, 1.2) Oblea de silicio con deposicion de
nitruro de silicio, 1.3) Remocién localizada de nitruro de silicio y 1.4) grabado
himedo con KOH 7M.

Posteriormente, se realiza un segundo ataque quimico en presencia de potencial y

temperatura, que culmina con la apertura del poro y el mecanismo de frenado
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autocontrolado por la neutralizacion de los reactivos. Para ello, como se puede ver
en la figura 3.2 se utiliza una celda en la que se ubica en un lado una solucion de
KOH 4 My en el otro lado el agente de frenado (HCI 12 M y HCOOH 30 M segun
corresponda). En cada compartimiento se introduce un electrodo de platino el cual
se conecta a con un dispositivo Keithley 2612b Single and dual channel scalable
sourcing and measurement (Keithley Instruments), que entrega el voltaje indicado
y es capaz de discriminar corrientes del orden de los 0,1 pA y tensiones de hasta
0,1 pV. El mismo se controla por medio de conexion USB con el software Test
Script Builder (TSB), como se ve en la figura 3.2. Para tomar mediciones de
corriente en el tiempo con una frecuencia de 0,1Hz. En esta etapa el encuentro de
ambas piramides invertidas da lugar a la formacién del poro y al frenado quimico,
que disminuye la velocidad del grabado humedo. Cabe resaltar que previamente
nuestro grupo habia reportado el proceso de formacion de nanoporos bajo
condiciones de KOH 4M, sin aplicar voltaje al procedimiento’. Finalmente, para
concluir con el proceso, la oblea es sometida a un lavado con solucion pirafia
(mezcla de H2SO4 y H202 en proporcion 3:1) para remover las sales remanentes
que quedan adheridas a la superficie. Las obleas se codificaron de acuerdo con el
agente de frenado utilizado, la temperatura y las condiciones de voltaje aplicadas
en el proceso respectivamente. La nomenclatura corresponde con la codificacion

presentada en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Codificacion de las obleas y condiciones de fabricacién de poros.

CODIFICACION TEMPERATURA (°C) AGENTE DE VOLTAJE
FRENADO APLICADO (V)
C-84-1 84+1 HCI 1
C-84-0.5 84+1 HCI 0,5
C-84-0.1 84+1 HCI 0,1
F-84-1 84+1 HCOOH 1
F-84-0.5 84+1 HCOOH 0,5
F-84-0.1 84+1 HCOOH 0,1
C-65-1 65+1 HCI 1
C-65-0.5 65+1 HCI 0,5
C-65-0.1 65+1 HCI 0,1
F-65-1 65+1 HCOOH 1
F-65-0.5 65+1 HCOOH 0,5
F-65-0.1 65+1 HCOOH 0,1
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Figura. 3.2. llustracion esquematica: segunda etapa de grabado quimico. a) Celda
con dos compartimientos para solucién de grabado KOH 4M y solucién de frenado
(HCL 12 M y HCOOH 30M), b) Conexion de electrodos de platino conectados con
un dispositivo Keithley 2612b.

Resultados.

Se estudi6 la influencia de factores como la temperatura, el voltaje y el agente de
frenado durante el grabado humedo, a fin de caracterizar el proceso de formacién
de poros. Al respecto, Seidel et al. 7, y Chen et al. 8, reportaron que el aumento de
la temperatura incrementa la velocidad del ataque quimico. Por otra parte, Harrel
et al. '8, mostraron que el incremento del voltaje aplicado al proceso
electroquimico genera un aumento del tamafio de poro. Recientemente, Apel et
al.*?2, reportaron que las caracteristicas quimicas del agente de frenado afectan la
geometria del poro. En cuanto a los perfiles de corriente y tiempo, Park et al.*?,
reportaron que antes de la formacion del poro, se genera fluido de corriente
(“ruido”) que es posible minimizar aplicando un voltaje de 800 mV. En base a lo
anterior, se han variado las temperaturas del proceso (65°C y 84°C), y se han
establecido voltajes de 0,1V, 0,5V y 1V, respectivamente. En relacion con el

agente de frenado, se han realizado experimentos con HCI 12 My HCOOH 30 M.
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3.4.1 Caracterizacion del proceso de fabricacion de poros:
HCI, KOH 4M, 84 °C

La figura 3.3 muestra los resultados de la evolucion de las corrientes registradas
durante el grabado himedo obtenido bajo las siguientes condiciones: 84 °C, 1V y
HCI 12 M como agente de frenado (C-84-1, segln la tabla 3.1). Como es evidente,
en la gréfica se pueden reconocer, posterior a la estabilizacién inicial, tres etapas
compatibles con los fendmenos de movimiento idnico predominantes durante el
ataque quimico; la apertura y la neutralizacion. En una primera instancia, previa a
las 2 h de medicion, se observa un ascenso sostenido y relativamente ordenado de
la corriente eléctrica, compatible con la etapa de ataque quimico esperada antes de
apertura del poro. Durante este lapso, el comportamiento de la corriente se
relaciona con la generacion de electrones debidos a la reaccion quimica entre el
silicio y el KOH 1518, Alrededor de 1,76 horas después del inicio del proceso se
observa un cambio en el comportamiento del grafico: un nuevo ascenso, mas
desordenado y con menor rapidez. Al momento en que ocurre este primer cambio

se le ha denominado Ti.

Se encontrd que el momento en que finaliza esta primera etapa, T1, donde se
encuentran las etapas 1y 2, es comparable el tiempo tedrico correspondiente a la

apertura del poro, segun la ecuacion 3.1 (tabla 3.2).

Ecuacion 3.1

Dy — D
r g 2o=D)

Donde D, = 520 umes el espesor de oblea, D, es la profundidad alcanzada
durante el primer grabado y V = 1,40 um/min es la velocidad de grabado
quimico a 84 °C con KOH 4M Y. Es por esta correspondencia que la etapa 2,

relativa a t > T1, se ha denominado apertura del poro.
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Figura. 3.3. Evolucion de la corriente para la condicion C-84-11. T1, T2 y T3

corresponden con los tiempos caracteristicos del proceso.

La figura 3.4 muestra de forma mas detallada las etapas del proceso. Previo a las 2
horas de medicion, se observa un ascenso sostenido y relativamente ordenado de
la corriente eléctrica que corresponde con el ataque quimico (Figura 3.4a). Durante
el inicio de apertura del poro la corriente sufre un incremento exponencial debido
al flujo adicional de iones por el poro, como se puede observar figuras 3.4by 3.4c
(este ltimo grafico corresponde a una linealizacion de la dependencia). Para
finalizar, una vez que la neutralizacion y el frenado del grabado humedo son
suficientemente importantes (t > T2), la corriente presenta un marcado
decaimiento, dando por finalizado el proceso y deteniendo la apertura del
microporo, como se puede observar en la figura 3.4d, que resalta la etapa final del
mismo. Es importante indicar que se ha denominado etapa de neutralizacién y
frenado del grabado hdmedo al momento que, para el experimento C-84-1,
comienza a las 4,74 horas del proceso y para el cual el &cido clorhidrico 12 M y el
KOH 4 M han estado en contacto durante aproximadamente 3 horas. Debido a este
fenémeno, dichos compuestos reaccionan dando lugar a sales de KCI.
Adicionalmente, la concentracion de KOH disminuye y por tanto el ataque a la
superficie del silicio es mucho menor en comparacion con las condiciones iniciales

del experimento.
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Figura. 3.4. Descripcion de las etapas del proceso de fabricacion de poros. a)
Comportamiento inicial correspondiente al ataque quimico, b) Dependencia
exponencial luego de apertura de poro, c) Trasformacion exponencial del grafico

4b, d) Etapa de neutralizacion.

A partir de las anteriores consideraciones, se realizO una comparacion del
comportamiento de los experimentos realizados a 84 °C bajo diferentes voltajes, y
con HCI como agente de frenado (Figura 3.5). En los gréaficos de evolucion de
corrientes para las tres condiciones (0,1 V, 0,5V y 1 V) se observan
comportamientos similares, en donde se pueden diferenciar las 3 etapas discutidas
previamente. Ademas, las corrientes de las 3 curvas resultan razonablemente
proporcionales al voltaje utilizado para cada experiencia. En particular, las
estabilizaciones intermedias de cada experimento en torno a 55 pA, 25 pA 'y 5 pA
respectivamente confirman esta suposicion. También, al igual que en la condicion
C-84-1, se encontrd que para las condiciones C- 84-0.5 y C-84-0.1, el instante T1
es comparable con el tiempo tedrico de apertura de poro calculado segun la
ecuacién 3.1 (tabla 3.2). Por otro lado, en el grafico obtenido para la oblea C-84-
0.5, se observa que a las 3,5 horas ocurre una disminucion drastica de la corriente.
Este comportamiento coincide con la apertura de un segundo poro en la misma

oblea, lo que incrementa la velocidad de neutralizacion.
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Figura. 3.5. Comparacion de las curvas de evolucion de la corriente, condiciones:
HCI, 84 °C. a) Linea negra: condicion 1 V, Linea roja: condicion 0,5 V y Linea

azul: condicién 0,1 V, b) Iméagenes de los microporos obtenidos.

Apel et al.® mencionan que al aplicar voltajes mayores a 0,1 V, la electromigracion
es por lo menos 4 veces mayor que la difusion (este nimero asciende a 35 si se
utiliza 1V de potencial). EI aumento del voltaje genera por tanto un aumento en la
importancia de electromigracion de iones OH- frente a mecanismos difusivos. Por
esta razon, tanto los valores de corrientes obtenidos como las dependencias
especificas de cada etapa son mas visibles con el aumento del voltaje aplicado. A
voltajes altos, entonces, este fendbmeno permite distinguir con claridad las regiones
mencionadas, y realizar analisis e hipétesis a partir de supuestos puramente
eléctricos.

Tabla 3.2: Tiempo de apertura de poro tedrico y experimental para tres obleas

tratadas a distintas condiciones.

PROFUNDIDA
D TOTAL TIEMPO DE TIEMPO DE
OBLEA OBTENIDO APERTURA! APERTURA?
DEL PRIMER
GRABADO um
C-84-1 365 1,84 horas 1,8 horas
C-84-0,5 315 2,44 horas 2,4 horas
C-84-0,1 310 2,5 horas 2,8 horas

1. Valor determinado segun ecuacion 3.1.

2. Dato obtenido de la curva de evolucion de corrientes, figura 3.5.
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Para determinar la reproducibilidad de los experimentos se han llevado a cabo 2
fabricaciones bajo las condiciones de HCI, 84 °C, 0,5 V. La figura 3.6 muestra los
graficos de corriente eléctrica obtenidos durante proceso. Se encontr6é que, bajo
estas condiciones, el instante T1 (tiempo de apertura de poro) coincidié con el
tiempo de apertura obtenido a partir de la ecuacion 3.1. Para la oblea C-84-0.5
replica 1 correspondié con 2,9 horas y para C-84-0.5 replica 2 correspondio con
2,7 horas.

100
—— C-84-0.5 replica 1
80 — (C-84-0.5 replica 2
60
<
=
=
=
[=*]
=
Ty
o)
Q
220 4
-40
i I T 1 ] 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

Figura. 3.6. Comparacién de las curvas de evolucion de la corriente, condiciones:

HCI, 84 °C. Linea negra: 0,5 V-replica 1, Linea roja: 0,5 V-replica 2.

Tabla 3.3: Tiempo de apertura de poro tedrico y experimental para tres obleas

tratadas a distintas condiciones.

PROFUNDIDAD
TOTAL OBTENIDA TIEMPO DE
OBLEA DEL PRIMER ZILEEI\IQ'FI)'SIIQDE APERTURA?
GRABADO um
C-84-0.5 280 2,85 horas 2,9 horas
replica 1
C-84-0.5 280 2,85 horas 2,7 horas
replica 2
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1. Valor determinado segun ecuacion 3.1.

2. Dato obtenido de la curva de evolucién de corrientes, figura 3.6.

3.4.2 Caracterizacion del proceso de fabricacion de poros:
HCOOH, KOH 4M, 84 °C

En la figura 3.7 se muestran los resultados obtenidos para los experimentos F-84-
1, F-84-0.5 y F-84-0.1. En este caso, el proceso de fabricacion de poros se llevé a
cabo siguiendo el procedimiento utilizado en el apartado 3.1, con acido formico
como agente de frenado. En todos los casos de la figura 3.7 se observan valores
correspondientes a tres etapas bien definidas. En primer lugar, una evolucion
ordenada de la corriente, relacionada con la reaccion quimica entre el silicio y el
KOH 1720, Luego se registra una fuerte fluctuacion, cuya magnitud media resulta
directamente proporcional al voltaje aplicado. Y finalmente una estabilizacion

final, que concluye con el proceso.

100

F-84 -1
80 F-84 -0.5
F-84-0.1

60 -
|
40 - ' |
A ,?‘M
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0 - ~"~*"lﬂ4 T..
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-40

Corriente (pA)

o 1 2 3 4 5 6 1 8
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Figura. 3.7. Comparacién de las curvas de evolucion de la corriente, condiciones:
HCOOH, 84 °C. a) Linea negra: condicion 1 V, Linea roja: condicion 0,5V'y Linea

azul: condicién 0,1 V.

La tabla 3.4 muestra los valores de profundidad total obtenidos después del primer
grabado para las obleas F-84-1, F-84-0.5y F-84-0.1. De acuerdo con estos valores,
los tiempos de apertura segun la ecuacion 3.1 deberian ser inferiores a 2 horas. No

obstante, para las obleas F-84-1, F-84-0.5 y F-84-0.1 se observaron cambios de
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magnitud de la corriente cerca de las 2,8 horas, 3,4 y 2,9 horas, respectivamente.
Ademas, para el caso de las obleas F-84-0.5 y F-84-0.1, el proceso no se frend y la
superficie de silicio fue atacada completamente. Dado que el experimento, por el
contrario, se llevd a cabo durante aproximadamente 5,5 horas, se puede atribuir un
lapso suficiente para el desarrollo de las etapas de ataque se puede atribuir a las

propiedades quimicas del &cido férmico la ineficiencia del proceso de frenado.

Tabla 3.4: Tiempo de apertura de poro tedrico y experimental para tres obleas

tratadas a distintas condiciones.

PROFUNDIDAD
TOTAL TIEMPO DE TIEMPO DE
OBLEA OBTENIDA DEL APERTURA! APERTURA?
PRIMER
GRABADO um
F-84-1 420 1,19 horas 2,8 horas
F-84-0.5 420 1,19 horas 3,4 horas
F-84-0.1 355 1,96 horas 2,9 horas

1. Valor determinado segun ecuacion 3.1.

2. Dato obtenido de la curva de evolucion de corrientes, figura 3.7.

La figura 3.8 muestra imagenes de microporos tomadas mediante microscopia
electronica de barrido, obtenidas bajo las mismas condiciones experimentales
anteriormente descritas: HCOOH, 84 °C 1 V. Se puede observar que cuando la
ablacion del nitruro de silicio coincide con la parte lateral de la ventana, la forma
del poro obtenido es irregular, mientras que cuando la ablacion del nitruro del

silicio coincide con la parte interna de la ventana, éste toma forma cuadrada.
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Figura. 3.8. Imagenes de poros obtenidas mediante microscopia electronica de

barrido. a y b) microporos formados en la parte lateral de la ventana, c y d)

microporos formados dentro de la ventana. Condiciones a: HCOOH, 84 °C, 1 V.

3.4.3 Caracterizacion del proceso de fabricacién de poros:
HCOOH, HCI, KOH 4M, 65 °C

Seidel et al.*” indicaron que la velocidad de ataque quimico es influenciada por la
temperatura aplicada. Una menor temperatura genera menor velocidad, y a su vez
la disminucion de la velocidad permite un mayor control sobre el tamafio del poro
obtenido. Por este motivo, la caracterizacion del proceso de fabricacion de poros
también se llevo a cabo a 65 °C. La figura 3.9 exhibe las superficies de las obleas
C-65-1, F-65-1, C-65-0.5, F-65-0.5, C-65-0.1 y F-65-0.1 obtenidas después del
grabado electroquimico. Aunque las obleas se expusieron entre 13 y 16 horas al
ataque quimico con KOH, aplicando voltajes de 1 V, 05 V y 01 V
respectivamente, no se obtuvieron poros en ninguno de los casos. De acuerdo con
la velocidad de ataque del KOH a 65 °C, se deberia alcanzar una profundidad entre
400 y 500 um, lo cual corresponde a una profundidad en exceso para todas las
obleas. En la tabla 3.5 se indican las profundidades finales obtenidas posteriores al
ataque quimico, se puede observar que la profundidad de ataque se encuentra entre

20 umy 100 pum. Estos resultados indican que posiblemente a la temperatura de 65
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°C se genera un alto grado de burbujas de hidrégeno producidas en la reaccion (Si

+ 2(OH)- + 4H20 — Si(OH)6- + 2H2), que enmascaran la superficie y que da

lugar a la disminucion de la velocidad de ataque quimico "2, Por otro lado, en las

imagenes también se observa que la mayoria de las superficies presentan

rugosidad, lo que es congruente con los resultados obtenidos por Palik et al. %°,

quienes indicaron que cuando disminuye la temperatura de ataque quimico se

genera un mayor grado de rugosidad por un aumento de formacion de silicatos.

C-65-1

F-65-1

F-65-0.1

Figura. 3.9. Superficie obtenida posterior al proceso electroquimico de formacién

de poros. Condiciones: KOH 4M, HCOOH 30M, Temperatura:65°C.

Tabla 3.5: Tiempo de apertura de poro

PROFUNDIDAD PROFUNDIDAD
TOTAL TOTAL TIEMPO
OBTENIDA DEL OBTENIDA DEL APROXIMADO DE
PRIMER SEGUNDO APERTURA!
OBLEA GRABADO pum GRABADO
F-65-1 400 500 4 horas
F-65-0.5 400 490 4 horas
F-65-0.1 360 400 5.3 horas
C-65-1 480 500 1.3 horas
C-65-0.5 440 500 2.7 horas
C-65-0.1 420 500 3.3 horas
1. Valor determinado segun ecuacion 3.1.
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De acuerdo con los resultados de la literatura, la velocidad de ataque esta
relacionada con la variacion de las condiciones de fabricacion, tales como el voltaje
18 la temperatura 129y la concentracion de agente de ataque quimico 17?0, Seidel
et al. 17 reportaron el efecto de la temperatura y la concentracién de KOH en la
velocidad del ataque quimico. La velocidad de ataque aumenta antes de una
concentracion de KOH 20-30%, luego disminuye. También reportaron que el
aumento de la temperatura produce un aumento en la velocidad de ataque quimico.
Adicionalmente, Harrel et al. * mostraron una relacion directa entre el voltaje
aplicado y el tamarfio del poro. En relacion con el proceso de caracterizacion, se ha
reportado que no existe corriente de fondo cuando el ataque quimico se hace sobre
materiales como politereftalato de etileno®, polimida?3, policarbonato?. En
contraste, cuando el material es silicio, se genera corriente de fondo por efecto de
la generacion de electrones que se producen en la reaccion entre el KOH y el silicio
(Si + 40H — Si (OH) 4 + 4e-). Al respecto, Park et al.l® reportaron que en sus
ensayos se minimizo este fondo de corriente aplicando voltajes de 800 mV, por
efecto la diferencia de potencial electroquimico entre las interfaces KCI/ Siy KOH
/ Sit’. En general, los estudios anteriores indicaron que el voltaje, la temperatura y
la concentracién de KOH son factores clave en el tamafio del poro y en la
caracterizacion del proceso de fabricacion. En cuanto a los resultados obtenidos en
el presente trabajo, se pudo observar que bajo las condiciones estudiadas los
perfiles de corriente en funcién del tiempo presentan valores de fondo que se
minimizan cuando se aplica voltajes de 0,1 V. Por otra parte, las dependencias
relativas a la caracterizacion de la fabricacion de microporos bajo las condiciones
de HCI, 84 °C y voltajes de 1V, 0,5V y 0,1 V, permiten diferenciar 3 tiempos
caracteristicos en el proceso, correspondientes a las etapas de ataque quimico,
apertura y neutralizacion, que pueden ser determinados a partir de las curvas de
evolucion de corrientes. En este sentido, la comparacion entre el tiempo de apertura
tedrico y el tiempo de apertura experimental pone de manifiesto que es posible
caracterizar el proceso de fabricacion de poros sobre este sustrato. Por otra parte,
el conocimiento de cada una de las etapas permitié determinar el momento de
apertura del poro, lo que resulta de gran utilidad para la fabricacion de nanoporos,
ya que el proceso se detendria al instante denominado como T1. Por otro lado,
mediante la metodologia utilizada es posible obtener diferentes tamafios de poro,

ya que el proceso modula dicho parametro en funcién del tiempo en que el KOH
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4M esta en contacto con la superficie del silicio. En lo relacionado con los
experimentos a 84 °C con HCOOH, los perfiles de corriente-tiempo, no
permitieron determinar el momento de formacion del poro. Ademas, cabe destacar
que caracteristicas particulares de este acido, como su dificultad para disociarse,
vuelven menos efectivo el mecanismo de frenado, dando lugar a 1) ataques
quimicos en toda la superficie de silicio de la oblea, lo que genera una ventana de
caracteristicas macroscopicas, y por tanto 2) no es posible tener un control del
tamafio del poro. Respecto a los resultados obtenidos bajo las condiciones de 65
°C, con HCOOH y HCI como agentes de frenado, se puede indicar que en estos
casos no fue posible un eficiente ataque quimico al silicio cristalino y por tanto

obtener poros ni caracterizar el proceso bajo estas condiciones.
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3.5. Conclusiones

El estudio de los perfiles de evolucion de las corrientes ha puesto en evidencia que
es posible la fabricacion de poros de forma controlada. Se encontrd que las
condiciones de voltaje, reactivos y temperaturas aplicadas durante el proceso de
formacion influyen sobre caracteristicas relevantes de la fabricacion,
determinandose las condiciones Optimas para una temperatura de 84 °C y HCI
como agente de frenado. Por el contrario, bajo condiciones de temperatura a 65 °C
no se genera un ataque eficiente de la superficie del silicio y por tanto no es posible
obtener poros en esta situacion. Finalmente, el analisis de la evolucion de las
corrientes del proceso para condiciones Optimas de la fabricacién permite
caracterizar la formacion microporos y ofrece un mecanismo altamente funcional

para el control de su tamafio.
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Capitulo IV

Dispositivo hibrido de microfluidica de
estado solido para la deteccion optica

rapida de células
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Resumen.

Este capitulo presenta una metodologia para la deteccion y el conteo de células
utilizando un dispositivo que combina un microporo de estado s6lido y un canal de
microfluidica de PDMS. Se presentan las condiciones 6ptimas para la fabricacion
de microporos en estado solido a partir de obleas de silicio cristalino, donde se
pueden obtener microporos de tamafio variable usando una concentracion de
agente grabador de 50% en peso de KOH, a diferentes temperaturas (40, 60, 80 °C)
y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se utilizé6 SEM vy técnicas de perfilometria para la
caracterizacion de los microporos. Con el fin de encontrar las condiciones 6ptimas
para la deteccion de células, se realiz6 una simulacion COMSOL Multifisic, donde
se evaluaron los parametros de caida de presion, esfuerzo cortante, viscosidades
del fluido y tasas de flujo. Se demuestra la viabilidad potencial del dispositivo para

la deteccion y el conteo celular, evitando el dafio celular.

Introduccion.

La fabricacion de micro y nanoporos ha atraido interés significativo, especialmente
en los campos de biosensores, fuidica y procesamiento de la informacién®-. En
particular, la fabricacién de micro y nanoporos por métodos electroquimicos de
grabado ha captado la atencion de muchos investigadores. Este método permite un
control preciso del tamafio de los poros, a bajo costo de fabricacion y condiciones
ideales para la automatizacion’-1°, En el proceso de grabado electroquimico, un
material de estado sélido es colocado entre un agente de grabado y una solucidn
de detencion. Una vez que se forma el poro, se produce un frenado quimico
concluyendo el proceso. Ademas, se colocan electrodos de Pt en cada solucion y
la corriente es monitoreada durante el proceso de grabado’. EI monitoreo de la
corriente eléctrica como una funcién del tiempo (graficos | — t) es un predictor
eficaz del grabado y el tiempo un descriptor del proceso de frenado®t%’,
Caracteristicas como; resistencia, durabilidad y versatilidad de aplicaciones
industriales hacen a las obleas de silicio cristalino excelentes candidatos para ser
utilizados como soporte de los poros en estado sélido®. EI KOH acuoso es la
solucién de grabado alcalino més utilizada debido al bajo costo, alta relacion de

grabado (100) / (111) y naturaleza no toxica'®. El control adecuado de la apertura
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de los poros durante el grabado electroquimico se puede lograr mediante el control
de la corriente eléctrica. Estudios anteriores han informado que, antes de la
apertura de los poros, la corriente sufre cambios cuando el material que se esta
grabando es formado*®*®. En el caso del silicio como una estructura de soporte y
KOH como solucién de grabado, este comportamiento es diferente. Durante el
proceso de grabado, el silicio y el KOH reaccionan generando corriente eléctrical?.
Ademas, las variables de control como el material de soporte (silicio),
concentracion de la solucion de grabado, voltaje, temperatura®®2?2 solucién de
frenado'® y polaridad de la tension aplicadal® son factores clave para determinar el
tamafio y la forma de los poros. Los microporos de estado sélido individuales se
han utilizado con éxito para la deteccion eléctrica y conteo de objetos biologicos
como células?®25, Un método para la deteccion y el conteo puede ser llevado a cabo
conduciendo objetos bioldgicos a través de un solo poro utilizando un campo de
presion externo o eléctrico. Durante la translocacion eléctrica, se puede obtener
informacion sobre las caracteristicas fisica de los objetos (es decir, didmetro y
longitud) se pueden obtener a partir de la variacion de la corriente idnica. Este
andlisis basado en la translocacién eléctrica depende de la capacidad de identificar
los objetivos de acuerdo con sus dimensiones fisicas?®. Ademas, se han creado
varias implementaciones para celdas Opticas enfocadas en microcanales que
involucran contraccién, expansién?’ y arreglo de estructuras, que permiten
controlar el enfoque de flujo hidrodindmico se han desarrollado en dispositivos
microfluidicos para el conteo de células de tumores, muestras de sangre, entre
otros?-37. En este trabajo presentamos una metodologia para la fabricacion un
dispositivo de microfluidica de PDMS como contador de células con un microporo
de estado solido integrado. La metodologia comprendid tres pasos; (1) proceso de
fabricacion de poros; la influencia de la concentracién de grabador, voltaje,
temperatura y solucion de frenado, las caracteristicas especificas de los poros,
como geometria, morfologia de la superficie de silicio y dimension de microporos
fueron evaluados. Las técnicas de perfilometria y microscopia electrénica de
barrido (SEM) fueron utilizadas para caracterizar los microporos, (I1) fabricacion
de microdispositivos PDMS para deteccion y conteo de célulasy (I11) lasimulacion
como una herramienta conveniente que define el objetivo de enfoque zonas donde
las células convergen para una posterior deteccion y conteo. Ademas, la caida de

presion, perfil de velocidades y esfuerzo cortante fueron estudiadas. La
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metodologia mencionada anteriormente propone e introduce una fabricacidn
alternativa de un dispositivo de PDMS para la deteccion y conteo de células. Este
enfoque proporciona un proceso facil y rentable para la identificacion células.

cuantitativa en condiciones de flujo, con alto potencial para ser implementado.

4.3. Materiales y métodos.
4.3.1. Fabricacion y caracterizacion de microporos.

Las obleas de silicio cristalino tipo Ph100i tienen 500 um de espesor con una capa
de nitruro de silicio de baja tensién (SisN4) de 200 nm de espesor en ambos lados
se utilizaron para la fabricacion de microporos (Addison Ingenieria). Inicialmente,
areas especificas (3x3 mm?) de capas de SisN4 fueron extraido de la parte delantera
y de la parte posterior (200x200 um?) por el método de eliminacion de laser de
CO:a. El laser de CO2 comercial se usa cominmente para el corte artistico acrilico.
Después, se llevaron a cabo dos pasos de grabado consecutivos. En el primer paso,
donde la oblea se sumergio en una solucion 39% en peso de KOH (Stanton> 99%)
a 80 °C durante 3 horas seguido de un lavado extenso con agua desionizada (D).
Luego, se introdujo la oblea de silicio en un dispositivo fabricado teflon. El
dispositivo esta constituido por dos celdas (Figura 4.1). El anverso de la oblea
estaba en contacto con la solucién de grabado (50% en peso de KOH o 20% en
peso de KOH) y en la parte posterior estaba en contacto con la solucion de frenado
(HCOOH 30 M o0 HCI 12 M). Para evitar la evaporacion o mezcla de reactivos, las
celdas fueron cerradas. A continuacion, se aplico un voltaje y la corriente se midio
en funcion del tiempo a través de un Keithley 2612b. El Gltimo paso de grabado se
realizo en diferentes temperaturas (40, 60, 80 °C) y voltajes aplicados (100, 500,
1000 mV). Luego, las superficies de las obleas se limpiaron con una solucion
pirafia, durante cinco minutos, seguido de lavado con agua desionizada (DI) y se
secd a 40 °C durante 1 hora. Finalmente, los microporos fabricados se codificaron
con la concentracion de la solucién de grabado, solucién de frenado, temperatura
y voltaje. Ademas, la fabricacion de poros se llevé a cabo con una solucion de 50%
en peso de KOH a 40y 60 °C en una segunda etapa de grabado. Después del primer
paso de grabado, la cara frontal de la oblea fue sumergida en una solucion de KOH

al 50% en peso a 80 °C. La medicion de la corriente eléctrica durante el grabado
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electroquimico se realizé con electrodos de Pt. El electrodo positivo se coloco en
la solucion de frenado y el polo negativo en la solucion de KOH. Los electrodos
estaban conectados a un Keithley 2612b a dos canales escalables (Keithley
Instruments). La corriente eléctrica fue monitoreada en tiempo real con un paquete
informatico Test Script Builder (TSB). Las imagenes de microporos se obtuvieron
utilizando SEM (TESCAN FEG SEM MIRA3). La rugosidad fue caracterizada
con un perfildbmetro Dektak XT de Bruker. La rugosidad media (Ra) se determino
con el paquete Vision 64, tomado en posiciones aleatorias en longitudes de 1.2
mm. Se realizaron exploraciones lineales con una punta de radio de 25 mm a 40
mm s velocidad de escaneo y una frecuencia de muestreo de datos de 250 Hz mm-
!, Las mediciones de rugosidad informadas en este trabajo fueron reproducibles

sobre al menos tres puntos de la superficie de la muestra.

KOH Grabado

[

Si,N,
Variables de control
Si Oblea Temperatura: 40 °C, 60 °C, 80 °C
Voltaje: 1000 mV, 500 mV, 100 mV.
=" Solucion de frenado: HCI1 30 M, HCOOH 12 M.
T Solucién de o ea Solucion de grabado: KOH (20 wt. %, 50 wt. %
frenado raj
KOH Grabado
Si,N, w /

Figura. 4.1. Fabricacion de microporos de silicio por el método electroquimico.

Imagen esquematica de la configuracion de grabado.
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4.4. Fabricacion del dispositivo de microfluica la para

deteccion visual de células y el conteo celular.

4.4.1. Fabricacion de microcanales de PDMS e integracion del

microporo.

Se realizd la fabricacion del canal de microfluidica PDMS utilizando un método
econémico y accesible desarrollado por nuestro grupo de investigacion®.
Brevemente, se hizo un molde utilizando un fotopolimero Fmold como molde
maestro flexografico (Fmold). Entonces, se fabricé un molde de resina (ERmold)“°.
El fotopolimero Flexcel NX y la capa térmica de imagen (TIL) utilizadas en el
molde de la fabricacion fueron proporcionados por Eastman Kodak. Ademas, la
resina epdxica y el agente de curado fueron suministrados por Cristal-Tack,
Novarchem - Argentina. EI Fmold y ERmold fueron disefiados con canales de 144
mm de espesor y 500 um de ancho, utilizando Layout editor paquete informatico.*
El disefio consta de un solo canal con un conducto en el medio y dos salidas
(Figura. 4.2a). EI PDMS fue mezclado con agente de curado en una proporcion en
peso de 10:1 (Sylgard 184 Kit de elastomero de silicona), fue descrito previamente
por Olmos et al.*° Luego, la mezcla se colocé al vacio durante 30 min para eliminar
las burbujas de aire, la solucion fue vertida sobre el ERmold y se curo en una estufa
a 40 °C durante la noche. Después del curado, la réplica de PDMS se despegd del
molde y se perforaron los agujeros para formar las entradas y salidas de los canales
utilizando un punzén de biopsia de 1 mm de diametro (Integra Miltex®Ted Pella,
C ). Posteriormente, la réplica se unié de manera irreversible a una oblea de vidrio,
después de la exposicion a un generador de alta frecuencia (BD-10AS, Chicago)
durante 120 s. Después, el microporo se colocé y se adhirié al bloque PDMS (5
mm de espesor) como se muestra en la figura 4.2b. Posteriormente, el bloque de
PDMS se unid a laréplicade PDMS como se muestra en la figura 4.2c. Finalmente,
las células fueron introducidas con una bomba de jeringa y detectadas con el

microscopio como se muestra en la configuracién de la figura. 42c.
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(a) salida (b)
t entrada
salida t
. W - cnt‘rada
\ Y
‘ JI, PDMS
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- - ]'mﬂl
(©)
entrada salida PR
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Figura.4.2. Fabricacion y configuracion para el conteo de células (a) disefio de
microcanales y unién de réplica de PDMS en un portaobjetos de vidrio, (b) el
microporo esta unido y alineado con bloqgue PDMS (5 mm de espesor), (c) esquema

del dispositivo microfluidico y el montaje de la configuracion.

4.4.2. Linea celular, cultivo celular y transfeccidn transitoria.

En el estudio se utilizo la linea celular HEK-293 (ATCC® CRL-3216 ™), Las
células se mantuvieron en medio DMEN por sus siglas en inglés Dulbecco
Modified Eagle Medium (Lonza BioWhittaker, cat. No. 12-604F, Walkersville,
MD) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS, Invitrogen, No. 10082-
147), 100 U mL* de penicilinay 100 ug mL* estreptomicina (CORNING Cellgro,
cat. no. 30-002-Cl, Manassas, VA) en una incubadora humidificada con CO: al
6%. En total, se sembraron 1.5X10* células HEK-293 por pocillo de una placa de
seis pocillos, en DMEM, 10% FBS y 2% de antibidticos (100 UmL 1 penicilina y
100 ug mL 1 estreptomicina). 24 h despues, el medio fue reemplazado con medio
DMEM suplementado con 10% FBS y sin antibi6ticos. Las células permanecieron

con este medio durante 24 h. Posteriormente, las células fueron lipofectadas
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(Lipofectamine 2000, Invitrogen) con la proteina fluorescente verde potenciadora
(GFP) a través del plasmido (pCX-EGFP) siguiendo las instrucciones del
fabricante. También se ha utilizado Opti-MEM | Reduced Serum Medio
(Invitrogen, cat. N° 31985) para la transfeccion. Después de 24 h, el medio se
reemplazé con medio completo DMEM. La fluorescencia verde se debe a la
expresion de GFP en células HEK-293 observado por microscopio fluorescente
Carl Zeiss Axiovert S200 (488 nm) 48 h después de la lipofeccion. Finalmente, las
células se lavaron dos veces con PBS, fueron despendidas de la superficie con
tripsina-EDTA 0.05% (Thermo-Fisher Scientific, cat. No. 25300054) vy
cuantificado con una camara Neubauer y resuspendidas en medio DMEM filtrado

sin FBS ni antibioticos, bajo flujo limpio, a 2X10° células por mL antes de su uso.

Montaje de configuracion y deteccion/cuantificacion

visual.

Para identificar y contar células individuales, se utilizé un microscopio invertido
Olympus CKX53 con lente LUCPLFLN 40 - FIUBA Fluid Dynamics Lab (LFD,
lineas 214-215) para identificar y contar las células individuales. Se inyectaron 5
ml de suspension de células HEK-293 desde la entrada del dispositivo de
microfliuidica. La suspension celular se bombeo6 utilizando una jeringa controlada
por una microbomba de jeringa (ADOX active A22) y los residuos se retiraron a
través de diferentes tubos de teflén colocados en las salidas (Figura. 4.2c). Se
evaluaron seis velocidades de flujo de 1.6, 3.3, 5.0, 6.6, 8.3, 10.0 y 16.6 ml min™.
Mientras las células pasaban a través del microporo, 1000 imagenes fueron
recolectadas durante 2 segundos, para cada flujo. Las imégenes de cada caudal se
recogieron con la cAmara PCO 1200HS y se analizaron utilizando un paquete
informatico de procesamiento de iméagenes. La cuantificacion de células se llevo a
cabo utilizando una macro desarrollada a partir de la plataforma ImageJ (ESI:
cuantificacién de células). El analisis de imagen de Imagel-FIJI permitio

incrementar el contraste, acentuar los detalles de cada imagen y contar las células.
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4.6. Simulaciones del flujo.

Para predecir las zonas objetivo de alta concentracion celular donde puedan ser
detectadas 6pticamente al pasar a través del microporo, perfiles de caida de
presion, velocidad y esfuerzo cortante se calcularon mediante el paquete
informéatico Comsol 5.3a. Velocidades de flujo (1.6 ml min, 3.3 ml min, 5 ml
min, 6.6 ml min, 8.3 ml min-t, 10 ml mint, 16.6 ml mint) y un intervalo de
viscosidades 0.89 cP (agua); 0.94 cP (DMEM alto en glucosa + FBS); 1.1 cP
(orina); 1.5 cP (plasma) fueron datos de entrada para el modelo. El programa
simulé el flujo de microfluidos que pasa a través de la region de microporos y el
canal PDMS utilizando las ecuaciones de Navier-Stokes con un numero de
Reynolds muy bajo. Las condiciones de contorno para el modelo 3D incluyeron
flujo progresivo y sin rozamiento (laminar sin tener en cuenta el término inercial),
presion cero en las salidas y las propiedades del agua como material fluido. La
densidad de la malla se construyo para incluir > 900 000 elementos de libertad, con

una calidad de elemento promedio de > 0.638

4.7. Resultados y discusion.

4.7.1. Fabricacion de microporos: influencia de las variables

de control.

Utilizando el método electroquimico descrito anteriormente, se fabricaron una
serie de microporos, bajo diferentes condiciones de voltaje, temperatura, medio de
deteccién y concentracion de la solucion de grabado. Los microporos producidos
en diferentes condiciones se pueden ver en la figura. 4.3. La geometria piramidal
resultante es una estructura tipica del grabado en humedo sobre silicio (Figura.
4.1). Ademas, es importante sefialar que la formacion de poros con forma
rectangular también fue posible por las altas concentraciones de la solucion de
grabado (50% en peso de KOH). Cuando se utilizaron concentraciones bajas de
solucion de grabado (20% en peso de KOH y 80°C), los poros presentaron formas
irregulares. También se encontrd que en condiciones de 20% en peso de KOH y
60 °C, no era posible la formacién de poros. Estos resultados concuerdan con

hallazgos previos!’. La geometria, la arquitectura y la forma de las paredes que
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componen el poro pueden tener un impacto significativo en los microfluidos,
especialmente en la distribucion del flujo y, por lo tanto, influir en el transporte de
las células dentro de la red a través del microporo®®. La calidad de las superficies
se examind mediante SEM. Las figuras 4.3 y 4.4 revelan diferencias en las
caracteristicas a nivel microscépico. Al 50% en peso de KOH, las superficies
grabadas estan libres de micropirdmides. Por el contrario, a concentraciones mas
bajas de la solucion de grabado se puede observar una alta densidad de monticulos
0 micropirdmides. La presencia de micropirdmides, asi como la ausencia de poros
se atribuye el alto grado de produccion de burbujas de hidrogeno durante el
grabado, lo que no permite una disolucion homogeénea de la superficie del silicio.
Esta observacion esta de acuerdo con los resultados previos informados por Palik
et al *4. Ademas, se evaluaron las influencias de las variables de control sobre la
rugosidad de los microporos fabricados con KOH al 50% en peso. Los datos de
rugosidad resultantes (Ra) son muy cercanos entre ellos, presentando valores en el

orden de nanémetros (Tabla S1 - ESI). Estos resultados indican que el tiempo de

grabado y el voltaje no inducen cambios significativos en la morfologia de la
superficie. Con base en los datos experimentales, las condiciones dptimas para la
fabricacion de los poros se pueden lograr utilizando 50% en peso de KOH,
temperaturas de 40, 60, 80 ° C y voltajes de 100, 500, 1000 mV.

* Las tablas, el video de la seccion 4.7.3 y figuras suplementarias estan como accesos directos
(hipervinculos), y se pueden visualizar en el archivo original enviado a la revista.

Video link: http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e2.avi

Tablas y Figuras link: http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
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Figura. 4.3. Imagenes de SEM de los microporos. (a) KOH20-HCI-80-1 (anverso),
(b) KOH50-HCI-80-1 (anverso), (c) KOH50-HCOOH-80-0.1 (anverso), (d)
KOH50- HCOOH-80-0.1 (reverso). Los codigos de los microporos corresponden
con la concentracion de KOH, seguido del acido, la temperatura y el voltaje

aplicados durante el grabado electroquimico.

4.7.2. Perfiles eléctricos.

Con respecto a la monitorizacion de la corriente eléctrica, la figura 4.5 ilustra los
gréficos de corriente versus tiempo (I —t) registrados durante el proceso de grabado
de la fabricacion de poros con 50% en peso de KOH.

Como puede observarse, todos los perfiles | —t siguen un comportamiento similar;
(1) un aumento progresivo de la corriente eléctrica. Este comportamiento se puede
atribuir a la reaccion redox (Si + 4 OH ----- - Si (OH) 4 + 4e") y (2) una fuerte
fluctuacion de la corriente. Ademas, en términos de 6rdenes de magnitud, también
se pueden observar los fuertes efectos de las variables de control sobre la corriente
eléctrica.

Las graficas | — t (Figura. 4.5) muestran que las magnitudes de corriente son
mayores en los casos en los que la solucion de frenado utilizada fue HCI 12 M.
Probablemente, este comportamiento esté asociado con la quimica caracteristicas
del &cido. El &cido férmico tiene un menor grado de disociacion mientras que el

acido clorhidrico es un acido fuerte que se disocia completamente en solucién
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acuosa. Cuanto mayor sea la disociacion, mayor sera la conductancia y, por tanto,
la corriente eléctrica. En cuanto a la temperatura, la conductividad aumenta con la
temperatura debido a la alta disociacion y al aumento de la velocidad de los iones.
De hecho, la magnitud de la corriente eléctrica registrada a 40 ° C es menor que la
registrada a 80 ° C. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
las curvas registradas a 60 y 80 °© C. El efecto de los voltajes aplicados en el | —t,
asi como sus caracteristicas se exploraron mediante la realizacion de una serie de

experimentos de grabado a 100, 500 y 1000 mV.

Figura. 4.4. Iméagenes de SEM de la superficie del silicio; (a) 50 wt% KOH, 1V a
40 °C, (b) 20 wt% KOH, 1 V a 60 °C, (c) 20 wt% KOH, 1 V a 60 °C, (d) 20 wt%
KOH, 1V a80 °C, (e) 20 wt% KOH, 1V a 80 °C (f) 20 wt% KOH, 1V a 80 °C.

La comparacion de los graficos | — t indica que el voltaje aplicado influye en la
magnitud de las corrientes acorde a lo esperado. La conductividad es directamente
proporcional al voltaje debido a la velocidad de los iones. La tensién aplicada de
1000 mV promueve una alta movilidad y, en consecuencia, se obtuvo una alta
magnitud de corrientes en todos los casos. En resumen, la magnitud de la corriente

eléctrica mostr6 una fuerte relacion con los parametros aplicados en el proceso de
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grabado. Con respecto a la fluctuacién repentina de la corriente (‘breakthrough’),
la literatura ha indicado que este comportamiento esta asociado con la apertura del
poro'®12-15 Para verificar el tiempo de apertura dentro de las gréficas | —t, tiempos
nominales de apertura se calcularon mediante la ecuacion (1) y se compararon con

las gréficas | —t.

Ecuacion 4.1 t, = %

donde ty es el tiempo nominal de apertura de los poros, D corresponde al espesor
final de la oblea de silicio obtenido antes del ataque electroquimico y V es la tasa
de ataque de la solucidn de grabado. La velocidad a la que el 50% en peso de KOH
graba la oblea de silicio h100i a 80, 60 y 40 ° C es de aproximadamente 46.2 m.mh?,
14.3 m.mh'ly 3.8 m.mh-trespectivamente 4. La comparacién entre los tiempos de
apertura de los poros obtenidos de los graficos | —t'y los tiempos nominales indica
que no hubo diferencias significativas, se encontraron valores menores al 10%

(Figura. S1 - ESI). Con base en los resultados descritos anteriormente, es posible

identificar la formacion de un tnico microporo; un cambio repentino de la corriente
eléctrica esté relacionado con la apertura de los poros. Ademas, los resultados
obtenidos estan en buena concordancia con trabajos previos reportados por Park et
al*®. y Apel et al 3. Ademas, Harrell, reporta que a un mayor temperatura y voltaje
se forma una mayor apertura de poros en la base. Por tanto, considerando el analisis
anterior, si el grabado electroquimico se realiza a 40 °C, en condiciones de voltaje
de 100 mV, es posible fabricar microporos con menor apertura de base y
simultineamente obtener un mayor control sobre el tamafio de poro. Por otro lado,
un cambio en la velocidad de grabado puede modificar el tiempo de apertura del
poro. Asi, la falta de concordancia de los tiempos de apertura de los poros
posiblemente se debe a diferentes factores como la produccion de burbujas de
hidrogeno durante el grabado. La difusion de silicatos de la superficie, reacciones
competitivas, productos de grabado de silicio y formacion de 6xido de silicio
seguido de disolucion de estos productos frente a una disolucion directa de silicio

por KOH demostraron controlar la velocidad de grabado.
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4.7.1. Aplicacion: deteccion y conteo de celulas.

En el conteo y deteccion de células se utilizd un dispositivo de microfluidos
multicapa de PDMS con microporos de estado sélido con 150 mm de ancho y 150
mm de altura. Para definir las zonas objetivo de enfoque con alta convergencia
celular, se llevaron a cabo simulaciones numéricas utilizando el paquete
informéatico Comsol 5.2a. Se obtuvieron los perfiles de caida de presion, esfuerzo
cortante y velocidades. Estos parametros son criticos para las particulas de enfoque
hidrodinamico, pero también podrian adaptarse para detectar células a través de
microporos?®. Ademas, el dispositivo de microfluidos PDMS se fabric6 utilizando
metodologias economicas. Por tanto, en la fabricacion del dispositivo de
microfluidos se utiliz6 el Fmold que proporciona una buena alternativa a los
métodos convencionales de fabricacion de microfluidos de fotorresina sobre obleas
de silicio. Se puede utilizar multiples veces con la adquisicion de réplicas fiables,
sin deslaminacidn, ya que el molde y las estructuras disefiadas componen una pieza
Unica. Ademas, los moldes Fmolds se pueden obtener comercialmente a un costo
mucho menor que los moldes SU-8. Adicionalmente, dado que la tecnologia
Flexcel se usa comunmente en la industria grafica, Fmolds se pueden adquirir en
todo el mundo, sirviendo como soporte para muchos laboratorios que carecen de
instalaciones de micro fabricacion, como los relacionados con los campos de
biologia y quimica, especialmente en laboratorios de microfluidos de paises en vias
de desarrollo. Ademas, se utilizé un laser de CO2 comercial comunmente utilizado
para el corte artistico acrilico para la fabricacion de microporos. Permite la
eliminacion de SisN4 con alta precision, evitando el uso de equipos costosos

(dependientes de la sala limpia) como el grabado de iones reactivos (RIE).
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Figura. 4.5. Graficos de | —t registrados durante el grabado electroquimico en KOH

al 50% en peso para obleas de silicio sometidas a diferentes condiciones: (a) HCI
12 M a 80 °C; (b) HCI 12 M a 60 °C; (c) HCI 12 M a 40 °C; (d) HCOOH 12 M a
80°C; (e) HCOOH 12 M a 60 °C; (f) HCOOH 12 M a 40 °C. Se aplicaron tensiones
de 1000 V, 500 V'y 100 V durante el proceso de grabado. Las flechas rojas indican

el tiempo de apertura de los poros.
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4.7.2. Simulacion: determinacion de zonas objetivo de enfoque.

Los parametros de caida de presion y esfuerzo cortante se calcularon variando el
rango de viscosidades y caudales. La figura. 4.6 muestra la caida de presion y el
esfuerzo cortante obtenidos bajo una viscosidad de 1.5 cP y un caudal de 16.6 mL
min-%. Como se puede ver en el mapa de calor, la caida de presion en el microporo
surge hasta los 40 Pa. Los resultados indicaron que la caida de presion disminuye
gradualmente al final del microporo y continta disminuyendo a lo largo del
microcanal de PDMS que conduce a la salida donde la presion se reduce a cero.

ESI, Figura. S2 muestra el mapa de calor de la distribucion de la caida de presion

bajo diferentes viscosidades y caudales.

La caida de presion sigue el mismo comportamiento en areas cercanas al final del
microporo. La caida de presion mas baja se obtuvo con una viscosidad de 0.89 cP
y un caudal de 0.1 mL.min"%. La distribucion del esfuerzo cortante en el microporo
y el microcanal PDMS se muestra en la figura 4.7. Los resultados muestran una
disminucién gradual del esfuerzo cortante en el extremo del microporo y continta

disminuyendo a lo largo del microcanal. ESI, Figura. S3 muestra los resultados

para los valores de viscosidades y tasas de flujo propuestos en los métodos. Los
resultados demuestran que en todas las condiciones evaluadas el esfuerzo cortante

disminuye después de la formacidn del microporo.
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Figura. 4.6. Distribucion del esfuerzo cortante en el microcanal de microporo y

PDMS. Condiciones: viscosidad de 1.5 cP y caudal de 16.6 ml min-t,

Ademas, el esfuerzo cortante minimo se observa con una viscosidad de 0.89 cP y
un caudal de 0.1 mL.min%. Los resultados de la caida de presiéon y las magnitudes
del esfuerzo cortante se resumen en la figura. 4.8ay b respectivamente. Cuando las
diferencias entre los subconjuntos son mayores que 3.4 mL min-* de tasa baja, los
valores de caida de presién y esfuerzo cortante fueron significativamente diferentes
(p <0.05) calculados por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey.
Ademas, bajo el mayor caudal y viscosidad (16.6 mL.min'1 y 1.5 cP), se
obtuvieron valores mas altos de caida de presion y esfuerzo cortante. El cultivo
celular en microfluidica, puede verse afectado por la tension de cizallamiento en
las paredes, especialmente en las zonas de transicion que es un factor critico porque
las fuerzas de cizallamiento pueden alterar el comportamiento celular o incluso
dafar la estructura del citoesqueleto si los valores son excesivamente altos*”8, Por
esta razon, es importante conocer el comportamiento de esfuerzo cortante dentro
del microporo. A partir de los resultados, el esfuerzo cortante méximo observado
se ubico en el centro del canal (0.8 Pa). Deacuerdo con la literatura, un esfuerzo
cortante superior a 56.4 Pa causa deformabilidad y dafio celular. En nuestro sistema
microfluidico el valor es mucho menor, por lo que la arquitectura del dispositivo

evitaria el dafio celular*®®. Finalmente, la simulacién permitié establecer zonas
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Optimas de enfoque para detectar células utilizando diferentes caudales evitando

un esfuerzo cortante perjudicial para las células.

0.89 cP = 0.94 cP
6| mllcP ml5cP
Caida
de 41
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(Pa) 2—/’7 i i

1.6 33 50 10.0 16.0
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Figura. 4.7. (a) Caida de presién y (b) esfuerzo cortante calculado a diferentes

velocidades de flujo y viscosidades.

Mediante el paquete informatico COMSOL 5.3a, también se logro calcular el perfil
de velocidades. La Figura. 4.9 muestra el perfil de velocidad de los fluidos que
pasan por la seccion transversal del microporo con una viscosidad de 1.5 cP y un
caudal de 16.6 ml min-*. El perfil muestra que la velocidad maxima se produce al
comienzo del microporo y disminuye en la zona entre el microporo y el canal
siguiendo un patron concéntrico. El flujo secundario se muestra en vectores; (a)
pasando por el centro del microporo hacia el canal de PDMS y (b) direcciones de
los vectores que comienzan a converger y cambiar en el microcanal para seguir su
borde.
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Ademas, ESI, Figura. S4 muestra la distribucién de los perfiles de velocidad en el

microcanal de microporo y PDMS a una viscosidad de 0.89 cP y velocidades de
flujo variables. Los resultados demuestran que en la parte inicial del microporo las
velocidades aumentan como se esperaba. Ademas, el perfil de velocidades presenta
una distribucion parabolica. Este perfil de velocidad se debe a la conjuncién de un
microporo de silicio rectangular y los canales de PDMS®2. A partir de los resultados
obtenidos, la zona éptima para la deteccién visual de células se encuentra en la

zona de transicion del microporo y el canal PDMS donde la velocidad disminuye.

| \Y%

5 bt 0.06 e
1 Microporo ]
0.08- Canal de o
0_04: Zona de PDMS 0.04 ¢
T transicion ‘ (‘1

a

0.02 d

0 2
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Figura. 4.8. Perfiles de velocidad en la seccion transversal del microporo.
Condiciones: viscosidad de 1.5 cP y caudal de 16.6 mL.min™%,

4.7.3. Deteccion y conteo de células.

El montaje del sistema para identificar y contar células se ensamblé como se
describio en la Seccion 4.2, como resultado, integramos sistematicamente un
microporo y un canal PDMS. La arquitectura desarrollada en el dispositivo de
microfluidica permite detectar las células y el conteo aplicando diferentes caudales.
La deteccidn Optica se establecié entre el microporo y la zona de transicion de
PDMS. La figura. 4.10 presenta imagenes representativas obtenidas por
microscopia 6ptica de una sola célula que pasa a través del microporo. Una vez

que las células atravesaron en el microporo, las imagenes se registraron y se
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analizaron utilizando el paquete informatico ImageJ FIJI*?. Este paquete
informético permitié la deteccion y el conteo de los nicleos de las células. La
figura 4.10 muestra un nucleo celular bajo un campo claro del microscopio; El
nacleo es el mas brillante (Figura. 10b) en contraste con la célula completa (Figura.

10a). El video muestra la célula pasando a traves del microporo (ESI, Video 1). A

partir de los resultados de la simulacion, se encontraron las mejores condiciones
hidrodinamicas para la deteccion con una tasa de flujo de 1.6 mL min-ty 0.89 cP
de viscosidad como se explica en la Seccion 4.1. Sin embargo, es importante
sefialar que bajo la viscosidad del DMEM (0.94cP), se logra un esfuerzo cortante
bajo evitando la deformabilidad y dafio celular. Como se puede observar en la
Figura. 4.10, en concordancia con los resultados de la simulacion, se detectaron
células en la zona de transicion y se encontré que el nimero de células aumenta

con el aumento de la tasa de flujo como se muestra en la Figura. 4.11.

Procesamiento|de imagenes

Figura. 4.9. Identificacién de células completas bajo un campo claro del
microscopio. (a) Imagen de la célula, (b) imagen del nucleo de la célula, (c) imagen
del procesamiento por ImagelJ-FIJI de una célula, (d) imagen del procesamiento
del nucleo de la célula por ImageJ-FIJI. Dimensiones del microporo: ~150 um X
150 pum.
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A partir del analisis, se establecié una correlacion lineal entre el nimero de células
que atraviesan el poro con diferentes caudales. La relacion lineal entre las tasas de
flujo y el nimero de células muestra un comportamiento del fluido muy parecido
al de un fluido newtoniano. Este comportamiento se puede atribuir al hecho de que
las células asumen un movimiento de forma constante en respuesta a las fuerzas
cortantes de las tasas de flujo®>>*. Finalmente, el esfuerzo cortante, la caida de
presion y el perfil de velocidades permitieron establecer una zona para identificar
y detectar épticamente las células. Por lo tanto, se desarroll6 una metodologia
novedosa que se puede aplicar en la evaluacion visual y no destructiva del analisis
de células de recuento cuantitativo utilizando equipos de uso comun y sin

requisitos de reactivos adicionales ni equipos demasiado sofisticados.
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Figura. 4.10. Células HEK-293 medidas a diferentes velocidades de flujo.
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4.8. Conclusiones.

Se realizo la integracion entre el canal de microfluidos multicapa y el microporo
en estado sélido para la deteccion y el conteo de células. Se presentaron dos
métodos de fabricacidn accesibles y econdmicos para fabricar los microporos y los
microcanales de PDMS. Se obtuvieron microporos de diferentes tamafios bajo la
concentracion de la solucién de grabado de 50% en peso de KOH, temperaturas
(40, 60, 80 °C) y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se encontr6 que el perfil eléctrico
depende del voltaje, la temperatura y el reactivo como la solucién de frenado,
mientras que la concentracién del agente de grabado influye en las caracteristicas
morfologicas de la superficie. Los pardmetros de caida de presion, esfuerzo
cortante, viscosidades de fluidos y tasas de flujo en las simulaciones
computacionales permitieron encontrar las condiciones Optimas para realizar la
deteccion de las células evitando el dafio o la deformacion celular. Ademas, se
logro fabricar los microporos en estado solido evitando el uso de litografia
dependientes de la sala limpia, 0 equipos costosos como FIB. Se demostr6 que la
integracion de un microcanal multicapa con un Gnico microporo de estado sélido
en un dispositivo de microfluidos es un método muy bueno y asequible para la
deteccion y el conteo de células, que permite realizar estos experimentos no solo
en laboratorios altamente equipados sino también en cualquier laboratorio con

capacidades quimicas basicas.
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Capitulo V

Dosis metronomicas y respuesta a la
combinacion esquematica de farmacos
probadas en modelos de microfluidica

para el tratamiento de céelulas de

cancer de mama (JIMT-1).
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5.2. Resumen.

El andlisis de biomoléculas y células con los dispositivos de microfluidica, es uno
de los objetivos de la presente tesis. Se investigd el comportamiento de ciertas
biomoléculas en la muerte celular por dosis bajas de quimioterapia (LDM, por sus
siglas en inglés “Low-dose metronomic”) como alternativa a la quimioterapia
convencional y es el uso mas comun de las dosis de bajo nivel de las quimioterapias
tradicionales en pacientes. La seleccion de pacientes, dosis de las drogas y los
intervalos de dosificacion en LDM es empirica. En este trabajo de tesis se
examinaron sistematicamente la interaccion dependiente del horario de las drogas
en la linea celular de cancer de mama (BCC, por sus siglas en inglés “Breast cancer
cell”) cultivadas en LOC. Los estudios de LDM fueron combinados con tincion
celular para caracterizar los diferentes estados celulares y modos de muerte celular,
incluyendo apoptosis caspasa dependiente, muerte celular caspasa independiente y
muerte celular autofagia dependiente. Las imagenes adquiridas por microscopia
fueron examinadas mediante el plugin de Fiji para segmentacion entrenada WEKA
para analizar el area celular en 7500 imagenes y se evidenciaron diferentes tipos
de muerte celular. Paclitaxel combinado con quimioterapia LDM demostrd una
reduccién en el area cubierta por células vivas. En contraste, hubo una induccién
de niveles altos de muerte celular debida a apoptosis caspasa dependiente. Ademas,
los microdispositivos usados en este estudio también son alternativas atractivas
para tincion celular para caracterizar y estudiar el crecimiento celular y desarrollo

in situ.
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Introduccion.

El descubrimiento de formas para contrarrestar o bloquear el crecimiento maligno
ha representado una fuerza impulsora en la investigacion de la biologia del cancer
durante las Gltimas cuatro décadas. El cancer de mama humano (BC, por sus siglas
en inglés “Breast cancer”) es la malignidad mas comun en mujeres?. Este tipo de
cancer estd compuesto por poblaciones fenotipicamente diversas de células de
cancer de mama (BCC)?3. Ha sido demostrado que paclitaxel tiene actividad inicial
en BC# y cuando se combina con doxorubicina es el agente conocido mas activo
contra BC cuando se usan en diferentes horarios®.

La quimioterapia LDM es un nuevo uso de la quimioterapia y se define como la
utilizacion convencional de dosis bajas sin periodos prolongados en ausencia de
droga®. De hecho, la heterogeneidad entre tumores ha sido observada en
carcinomas de mama en varios individuos’.

Adicionalmente, la heterogeneidad tumoral puede influenciar el comportamiento
bioldgico y la respuesta terapéutica®. Consecuentemente, las medicinas contra el
cancer y la heterogeneidad de los tumores pueden incitar diferentes modos de
muerte celular que incluyen apoptosis caspasa dependiente, muerte celular caspasa
independiente, muerte celular reproductiva (senescencia), 0 muerte celular debida
a autofagia®. Estas vias no estandares muestran la complejidad inesperada de la
comunicacion cruzada entre los senderos de la muerte celular que se refleja en una
diversidad de fenotipos que no han sido caracterizados en modelos
microfluidicos!®. La microfluidica permite la miniaturizacion de procesos
convencionales quimicos y biologicos de laboratorio. La tecnologia LOC ha sido
aceptada por las comunidades de investigacion bioldgica y médica como una
herramienta prometedora para la ingenieria de microambientes a nivel celular!. El
cultivo celular en sistemas microfluidicos no solo provee un ambiente de cultivo
celular apropiado, también permite suministrar medio de cultivo provisto de
oxigeno, didxido de carbono y suplementos a las células mientras se extraen los
productos metabdlicos en un caudal controlado® 2. Las caracteristicas Unicas de la
microfluidica en el cultivo celular, tales como patrones geométricos finos, flujo
laminar, y mezcla basada en difusion, provee un diverso rango de estrategias de

control de fluidos. Se han desarrollado un gran nimero de métodos que posibilitan
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la modulacion del ambiente extracelular a través de una via de control dindmica de
la concentracién de moléculas sefial que permiten el anélisis a nivel de célula
Unical3141516.17.1819 | a5 caracteristicas de los dispositivos LOC los hacen
apropiados para la investigacion de células cancerosas. Las celulas tumorales
mostraron viabilidad aumentada, invasion y respuestas a drogas cuando fueron
cultivadas en sistemas de cultivo LOC ?°. Los ensayos convencionales 2D han sido
utilizados ampliamente para evaluar el rol de los quimioatractantes en la migracion
de células cancerosas 222, Wang et al. Utiliz6 una plataforma 2D que simplifica
el ambiente tumoral, sin limitarse a células creciendo en monocapas. Ellos
desarrollaron una plataforma microfluidica para tefiir células dentro de los
dispositivos LOC 2324, De hecho, la tincién celular dentro de los dispositivos de
microfluidica es una herramienta poderosa para detectar cambios intracelulares
mediante imagenes en tiempo real. Esto permite la determinacion de los cambios
de los estados celulares, asi como también la distincion entre células vivas y
muertas, lisadas o células en senescencia y otros cambios dinamicos en el estado
celular 226:2728 por esta razon, la capacidad de desarrollar nuevos enfoques para
analisis celular posibilitara la evaluacion de esta heterogeneidad. Considerando los
beneficios de la tecnologia LOC combinada con las ventajas de usar una cantidad
baja de células y reactivos, la presente investigacion utilizé microdispositivos LOC
para el estudio y caracterizacion del comportamiento biolégico de las células de
cancer de mama (JIMT-1) usando diferentes tinciones para evaluar la viabilidad
celular (LC), apoptosis programada caspasa dependiente (AP), autofagia (AG), y
muerte celular (PI), en dispositivos con microcAmaras antes y después de la
introduccidn de dos tipos diferentes de tratamientos con drogas aplicados in vitro

con células de cancer de mama.
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5.4. Materiales y métodos.
5.4.1 Cultivo celular,

Las células JIMT-1 ATCC 589 (DSMZ) fueron cultivadas en medio DMEM
(Gibco) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor (FBS por sus
siglas en inglés “Fetal bovine serum”) 10% (w/v) (Gibco), L-glutamina 2 mmol.
L1 (Gibco), penicilina 100 unidades mL%, estreptomicina 100 pg.mL (Gibco) a 37
°C en una incubadora con 5% de CO2. Para los ensayos de microscopia, se
cultivaron 20000 células por pocillo en uno de los 8 pocillos del dispositivo -
Slide (nimero de catalogo 808126, Ibidi GmbH).

5.4.2 Modos de muerte celular y caracterizacion.

Se utilizaron los kits de imagen celular Live/Dead (Sigma), autofagia (CYTO-ID),
Caspasa-3 y -7 (Invitrogen) y ioduro de propidio (PI) (Sigma-Aldrich) para
identificar los diferentes modos de muerte celular. Para el ensayo de Live/Dead
(LC), las células viables emiten fluorescencia verde, mientras que las células
muertas emiten fluorescencia roja®®. Las células en autofagia del ensayo de
autofagia (AG) emiten fluorescencia verde, y los controles positivos y negativos
fueron realizados de acuerdo con las instrucciones de fabricante (Enzo ENZ-
51031-K200)%®. En los ensayos de caspasa-3 y -7 (AP), las células apoptdticas
emiten fluorescencia verde®. En el ensayo de PI, las células muertas emiten
fluorescencia roja. Las células fueron cultivadas en dispositivos de microfluidica,
como se describio anteriormente y los marcajes Pl, LC, AG y AP fueron evaluados
en los dias 1, 2, 4, and 5 después del tratamiento. Se utiliz6 solucidn fostato tampon
salina (PBS, por sus siglas en inglés “Phosphate buffer saline”’) (HyClone) para
lavar las camaras de cultivo en los dispositivos durante 3 minutos. Las células
fueron incubadas con el kit de imagen durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion,
se utilizd PBS para extraer el reactivo durante 5 min. Antes de examinar las
camaras de cultivo bajo el microscopio de fluorescencia, los dispositivos se
Ilenaron con medio DMEM fresco. Finalmente, la viabilidad celular fue medida al

evaluar el porcentaje de células fluorescentes en los cultivos celulares.
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5.4.3 Tratamiento combinado de ceélulas con paclitaxel,

doxorrubicina y examen de los efectos de los farmacos.

Las drogas paclitaxel y doxorrubicina fueron afadidas al cultivo celular para
evaluar sus efectos tanto solas como en combinacion (Sigma Aldrich)3*. Primero,
las células JIMT-1 fueron sembradas en los dispositivos y crecieron por 2 dias. El
medio de cultivo fue renovado cada 24 horas. Es decir que se utilizd medio fresco
que contenia doxorrubicina en una concentracion de 0.01 pM. Después de 4 horas
de exposicion a la doxorrubicina, se adiciond paclitaxel a una concentracion final
de 0.001 uM. Las celulas fueron cultivadas para adquisicion de imagenes en
tiempo real y caracterizacion bioldgica a traves del marcaje descrito anteriormente
por 24 horas adicionales.

La caracterizacion y el analisis del modo de muerte celular fueron realizados para
evaluar la eficiencia del tratamiento. La primera etapa después de cuatro horas de
exposicion a doxorrubicina y la segunda etapa después de la exposicién a la

combinacion de doxorrubicina y paclitaxel.

5.4.4 Tratamiento con paclitaxel metrondmico y evaluacion de

los efectos de los farmacos.

Se estudiaron los efectos del paclitaxel suministrado a diferentes tiempos .
Primero, las células JIMT-1 fueron cultivadas en los dispositivos como se describio
previamente. Después de 24 horas, se renové el medio de cultivo con paclitaxel a
una concentracién de 0.001 uM. El medio fue reemplazado como medio fresco que
contuvo paclitaxel a una concentracion de 0.001 uM cada 24 horas por los
siguientes 5 dias. La caracterizacion bioldgica mediante los diferentes marcadores

se realizo de la forma descrita anteriormente.

5.4.5 Procesamiento y cuantificacion de imagenes.

Las imagenes en campo claro y oscuro fueron obtenidas utilizando un microscopio
de fluorescencia (Olympus ScanR High Content Screening Station) mediante el
objetivo de 20X UPLSAPO NA 0.75. Las imagenes fueron clasificadas de acuerdo
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con la viabilidad celular (LC), apoptosis programada (AP), autofagia (AG), o
muerte celular (PI). En total, se analizaron 7500 imagenes con el programa Fiji
(v.2.0.0) a través del plugin de entrenamiento de segmentacion WEKA (v.3.2.33):
El plugin WEKA del programa ImageJ es una plataforma de fuente abierta para
analisis de iméagenes bioldgicas que combina una recopilacion de algoritmos de
aprendizaje de computadora con una coleccion de aspectos de imagen para
producir segmentaciones basadas en pixel®®3’. Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado y los datos estan presentados como la media + desviacién
estandar (SD por sus siglas en inglés “standard deviation™). Se utilizaron el analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de T de Student para comparar cada grupo. Los
valores P menores que 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos

estan indicados con asteriscos.

Figura. 5.1. Imagenes de microscopia representativas de autofagia y marcaje con

Pl en células de cancer de mama después de tres dias de crecimiento en dos pocillos
diferentes en los microdispositivos. (a,d) Imagenes en campo claro del cultivo.
(b,e) Imagenes de fluorescencia de células después del tratamiento con el kit de
autofagia que etiqueta preferencialmente vacuolas autofagicas, mostradas en verde
(c,f) Imagenes de fluorescencia después del marcaje con PI. Las células muertas

estan mostradas en rojo.

UTN, Carrera Doctorado en Ingenieria, mencion Materiales 93



Tesis doctoral Gustavo Ivan Rosero Yanez. Capitulo V

5.5. Resultados y discusion

5.5.1 Seguimiento del crecimiento de las células de cancer de

mama dentro de las camaras de cultivo celular.

La evaluacion de los diferentes esquemas y la eficacia de las drogas terapéuticas
es importante. Pocas publicaciones han reportado los efectos de drogas en la
caracterizacién de las células de cancer de mama en dispositivos de microfluidica.
Se utilizaron microdispositivos para rastrear el desarrollo de las células de cancer
de mama en un periodo de 5 dias. Para entender de mejor manera el desarrollo y la
caracterizacion de las células en las microcamaras, se analizaron los porcentajes de
células vivas, muertes, en autofagia y células apopoticas durante un periodo de 5
dias. Los resultados del crecimiento bajo estas diferentes condiciones pueden ser

observadas en la figura 5.2.

100 . . 7 1.00; - % LC
. 1 '. 5 - B AP
S o 2075 —HAL
= _ 151 %

5 50 2 050 1% P
'S
< 25 ** *% § 0.251
. . m
03 4 5 0.00H— y :
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura. 5.2. Distribucion celular después de la caracterizacion con marcadores de
fluorescencia por 5 dias. A la derecha se presenta un grafico de barras que ilustra
la composicién de la fraccién celular por dia durante el periodo de tiempo de 5
dias. A la izquierda, la superficie del area cubierta por células vivas (LC) aumento
mientras los niveles del proceso de autofagia (AG) disminuyd significativamente.
(*) y (**) indican la diferencia significativa de cada dia entre los subgrupos
(p<0.05).
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Se observaron diferencias significativas en los porcentajes de LC y AG durante el
periodo de tiempo de 5 dias. El porcentaje de células vivas incremento durante el
periodo de tiempo de 5 dias (Figura 5.2). En contraste, las células en autofagia
ocuparon un porcentaje alto del area celular total en el dia 3. Sin embargo, éste
disminuy6 en el dia 5. Notablemente, hay crecimiento durante el periodo de 5 dias,
esto se detecta mediante los marcadores de células vivas. Los dispositivos fueron
capaces de proveer condiciones homogéneas para mantener la viabilidad celular en

el cultivo durante este periodo de tiempo®.

5.5.2 Efecto de los esquemas de farmacos de paclitaxel,

doxorrubicina y la evaluacion de LC, AG, Pl y AP.

Recientemente, ha habido un interés considerable en los agentes
quimioterapéuticos sinérgicos para el tratamiento del cancer de mama3%4°. Pocas
publicaciones reportan el efecto de las drogas en la caracterizacion de células de
cancer de mama en sistemas de microfluidica. Por otro lado, ensayos clinicos
previos han demostrado beneficios al combinar doxorrubicina (DOX) y paclitaxel
(PTX) al tratar a pacientes con cancer de mama. De todas formas, los efectos
secundarios como neutropenia y falla cardiaca congestiva han limitado su
dosificacion a pacientes 414243, Para analizar los efectos de las drogas en células
mediante los dispositivos, es apropiado mantener el cultivo celular en crecimiento
bajo condiciones homogéneas*. Primero se estudid el efecto de la DOX vy su
analisis est ilustrado en la figura 5.3. Se incubaron las muestras por 4 horas con
DOX a una concentracion de 0.01 uM. El nivel de apoptosis en las células se
estim6 mediante la cuantificacion del &rea marcada relativa a la poblacion celular
completa utilizando el ensayo AP descrito anteriormente. Se encontraron
diferencias significativas en la actividad apoptdtica con respecto a las células
control después de 4 horas de exposicion a DOX. El efecto de DOX en las primeras
4 horas reduce el porcentaje de area ocupada por células vivas y produce un

incremento de células apoptoticas.
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Figura. 5.3. Efecto de la doxorrubicina en las células después de 4 horas. A la
izquierda, el proceso de apoptosis (AP) aumento significativamente con respecto
al control. El é&rea cubierta por las células vivas (LC) no disminuyo
significativamente en comparacion con el control. A la derecha, el gréafico de barras
muestra los valores de los resultados en la composicion de la fraccion celular. (*)

indica la diferencia significativa de cada dia entre los subgrupos (p<0.05).

Estos resultados fueron consistentes con un aumento en la actividad de la caspasa.
Estudios anteriores también han demostrado que las células cancerosas que se
exponen a esquemas con tratamientos de quimioterapia pueden afectar
significativamente la induccién de vias proapoptéticas con DOX#. Ademas,
nuestros resultados (Figura 5.3) indican que la viabilidad celular no se redujo
significativamente. Ademas, se detectd un ligero aumento en el &rea de celulas en

autofagia en comparacion con el control.

A continuacién, se evaluo el efecto de paclitaxel a las 24 horas en muestras que
habian sido previamente expuestas a doxorrubicina. Los resultados obtenidos del
analisis de imagenes pueden ser observados en la Figura 5.4. No se encontraron
diferencias significativas en los ensayos de LC, AP y AG. De todas formas, el area
marcada por Pl mostré un incremento leve pero significativo comparado con los

controles.
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Figura. 5.4. Doxorrubicina combinada con paclitaxel. La grafica de barras denota
el efecto de PTX después de 24 horas sobre los modos de muerte celular. El
marcaje con yoduro de propidio (P1) incrementé significativamente con respecto
al control. El éarea cubierta por las células vivas (LC) no disminuyd
significativamente en comparacion con el control. A la derecha se muestra un
grafico de barras con la composicién de la fraccion celular por dia durante 4 horas.

(*) indica la diferencia significativa de cada dia entre subgrupos (p<0.05).

El efecto del PTX combinado con la DOX estd ampliamente reportado en tener un
efecto inhibitorio sinérgico en el crecimiento de varias lineas celulares de cancer
de mama“*%*’. Los resultados (Figura 5.4) no muestran incrementos adicionales en
los porcentajes de AP o de inhibicion de crecimiento. Esto puede deberse al hecho
de que concentraciones altas de PTX pueden realmente tener el efecto opuesto en
el crecimiento celular, como ha sido reportado anteriormente®®. Factores
numerosos contribuyen a la resistencia a paclitaxel en una poblacion celular dado,
y se determin6é que estos factores son almamente variables. Por lo tanto, el

mecanismo exacto de su accion no esta claro*®4°.

5.5.3 Efecto del tratamiento metronomico con paclitaxel.

La eficacia del paclitaxel se evalud a una concentracién muy baja en un periodo de
5 dias. Se observd que esta droga tuvo un gran efecto en LC (Figura 5.5), causé

tanto la disminucion en el area de LC, asi también un incremento en el area celular
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ocupada por AP con respecto a los controles (Figura 5.5). El &rea de células con
AG y Pl permanecio casi constante durante los mismos periodos de tiempo.

Se determind que el tratamiento metrondmico LDM con PTX conduce a un
porcentaje mas alto de células que pasan por AP y una disminucién considerable
en el porcentaje total de células vivas. La terapia LDM ha sido ampliamente
reportado en los afios recientes en ensayos clinicos y en estudios in vitro utilizando
PTX a concentraciones muy bajas®®°%52, Se encontré que el PTX en LDM induce
AP e inhibe el crecimiento celular (Figura 5.5), por lo que sugiere que éste induce
muerte celular mitdtica mediante la disrupcion de la dindmica de microtabulos y
la activacion de puntos de revision del ensamblado del huso acromatico (SAC, por
sus siglas en inglés spindle-assembly checkpoint). Adicionalmente, una de las vias
proapoptoticas evaluadas fue AG. Sin drogas, se observa que el porcentaje de
células en autofagia no disminuy6 durante el periodo de tiempo de varios dias, en
contraste permanecié constante. Aparentemente, este mecanismo puede proveer
energia extra y recursos a las células cancerosas, lo cual promueve su
supervivencia en los dispositivos de microfluidica. El porcentaje de células AG
permanecio constante bajo el tratamiento con droga en nuestros experimentos.
Estos resultados concuerdan con el hecho de que las células cancerosas expuestas
a quimioterapia pueden impactar significativamente la induccion de vias
proapoptoticas®?,

En resumen, fue posible la caracterizacion del crecimiento de células de cancer de
mama en las microcamaras y caracterizarlas durante diferentes tratamientos. Se
encontrd que el PTX con LDM es el mejor tratamiento para inducir apoptosis en
estas células en LOC. Ademas, la via AG mostré un mecanismo inesperado para
estas células para que sean capaces de adaptarse al crecimiento en LOC, asi como

también al tratamiento de drogas.
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Figura. 5.5. Efecto de paclitaxel (PTX) comparado con el control (B) durante 5
dias a concentracion baja de PTX. El grafico de barras denota el valor del
porcentaje de area cubierto por células para cada modo de muerte celular estudiado.
A la izquierda, el proceso de apoptosis (AP) incremento significativamente en
comparacion al control, y el area cubierta por las células vivas (LC) disminuyd
significativamente con respecto al control. A la derecha se muestra un gréafico de
barras que describe los resultados de la composicién de la fraccion celular por dia
durante un perio de 5 dias. (**) y (*) indica las diferencias significativas de cada

dia entre los subgrupos (p<0.05).
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5.6. Conclusiones

Estos resultados confirman la utilidad del LOC como un método efectivo para la
cuantificacién de la dosis de drogas de células vivas, muertas, en autofagia y
células apoptdticas. LOC permiten comparar dos tratamientos diferentes para las
células de cancer de mama. El tratamiento metronémico (LDM) reportd una
disminucidn considerable en el porcentaje total de células vivas y un incremento
de celulas AP con respecto a los controles. En conclusion, los dispositivos LOC
tienen no solo las ventajas ya conocidas, sino que son una herramienta poderosa
ya que solo requieren leves cantidades de reactivos y pueden ser utilizados bajo
parametros especificos de cultivo. Los dispositivos LOC pueden ser considerados
una tecnologia nueva para ser usados como un complemento o remplazo de
estudios tradicionales en dosis metronomicas de drogas con tratamientos y

esquemas diferentes.
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Capitulo VI

Desarrollo de microcanales para
electroforesis de ADN, aplicacion al
estudio de genes de resistencia a roya
de la hoja de trigo utilizando

marcadores moleculares asociados
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6.1. Introduccidn.
6.1.1 Electroforesis capilar.

La electroforesis convencional fue introducida, por el quimico sueco Arne Tiselius
en 1930, pero hasta 1937 no se desarroll6 el primer aparato de electroforesis *.

La electroforesis (electro= electricidad, foros= llevar) es una técnica de separacion
que consiste en la migracién de iones cargados, debido a la atraccion o repulsion
por un campo eléctrico. De esta forma, al aplicar un campo eléctrico (E), los
aniones (negativos) migraran hacia el &nodo (positivo) y los cationes (positivos)
migraran hacia el catodo (negativo). Las especies neutras, no se moveran 2. La
electroforesis convencional se ha usado para provocar la migracion de moléculas
a través de diferentes medios como geles, papel de filtro o acetato de celulosa. Esta
técnica muestra inconvenientes como: tiempos de analisis largos, reproducibilidad
baja y dificultad de automatizacion. Con la finalidad de optimizar estos problemas,
se desarrollé una técnica conocida como Electroforesis Capilar (CE), cuyo nombre
se debe a que emplea tubos capilares en lugar de los soportes convencionales. Esta
técnica fue introducida por Hjertén 3en 1967. Estudios posteriores demostraron las
ventajas de disminuir el didmetro*®. Finalmente, en 1981 Jorgenson y Lukacs®
introdujeron capilares con un didmetro de 75 pm. Fue en ese momento cuando se

dio lugar al comienzo de la electroforesis capilar’

6.1.1.1 Fundamentos basicos.

La electroforesis capilar (CE) utiliza el movimiento de las especies cargadas
eléctricamente en el seno de un medio electroforético que se encuentra bajo un
campo eléctrico que da lugar a la migracion de iones en el interior del capilar. Este
campo es generado por dos electrodos sumergidos en una solucién, de tal manera
que cada una de las especies ionicas migrara a distinta velocidad por el interior del
capilar, en funcién de la relacion carga/tamafio. La diferencia de potencial entre
los electrodos se realiza mediante fuentes de alto voltaje (HVPS). Finalmente se
utiliza un detector que puede ser de diferentes tipos: visible-ultravioleta (VIS-UV),

masas (MS), diodo, electroquimico (ED)8.
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6.1.2 Parametros fisicos

Uno de los parametros responsables del movimiento de las especies dentro del
capilar es el flujo electroforético, que viene caracterizado por la velocidad (ve) y
la movilidad electroforética (pe). La velocidad electroforética se define como la
velocidad de migracién de las distintas especies de una muestra en el interior del

capilar por la accion de un campo eléctrico?:
Ecuacion 6.1 Vo = UeE = Les [ty
Donde E es el campo eléctrico L. es la longitud efectiva del capilar y t,, es el

tiempo de migracion de la especie. La movilidad electroforética dependera de la

carga (q) y el tamafio de las distintas especies. Viene dada por la expresion:

y _ _ 4
Ecuacion 6.2 te = Vg E = p—

Donde V, es la velocidad electroforética, r es el radio de las moléculas y n es la
viscosidad del medio. Los capilares son generalmente de silice fundida y tienen
grupos silanol (R-Si- OH) en su superficie. Estos, en funcion del pH (pH>3) estan
cargados negativamente (R-Si-O-).

Estas cargas atraeran fuertemente a las cargas positivas de la solucién tampén,
originando una capa fija de iones. Como la densidad de cargas negativas no se llega
a compensar totalmente, es atraida otra capa de cationes. Esta nueva capa se
encuentra mas lejos de los grupos silanol y, por tanto, no esta tan fuertemente unida
a ellos, generandose lo que se denomina capa movil. Estas dos capas forman la
Ilamada doble capa “difusa” o doble capa eléctrica. De este modo, cuando se aplica
un campo eléctrico, los cationes de la capa mévil son impulsados hacia el catodo
arrastrando con ellos todo el conjunto de la disolucién, dando lugar al flujo
electroosmotico® (EOF) (Figura 6.1).
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Figura. 6.1. Formacion de la doble capa eléctrica y generacion del flujo electro

osmotico.

El EOF es responsable de la migracion de las especies dentro del capilar. Es el
movimiento relativo de un liquido con respecto a una superficie cargada bajo la
accion de un campo eléctrico y permite la separacion simultdnea de cationes,
aniones y especies neutras. Este flujo tiene una velocidad electro-osmética V,,, y
una movilidad electro-osmotica u,, caracteristicas; proporcionales al potencial
zeta C (que depende del material de las paredes), a la constante dieléctrica (g) y al
campo eléctrico (E=V/cm); e inversamente proporcional a la viscosidad (1) segin

las ecuaciones®:

Ecuacion 6.2 Voo = Ueo-E
Ecuacion 6.2 Yoo = 4%

El flujo electro-osmotico se caracteriza por tener un perfil de velocidades cuasi
plano (Figura 6.2.A), a diferencia de lo que ocurre con el flujo producido por
presion, que da lugar a flujos laminares y parabodlicos (Figura 6.2.B), que ya se

discutieron en el capitulo 1. El perfil plano del EOF se debe a que la fuerza
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conductora se distribuye casi uniformemente a lo largo del capilar, lo que hace que
todas las especies presenten la misma velocidad causada por el EOF. Esto da lugar

a picos estrechos de alta eficacia®.

Figura. 6.2. Perfiles de los flujos (A) y electro-osmotico (B) por presion.

Existen diversas variables que pueden modificar el EOF como: el campo eléctrico
(Cambios proporcionales en el EOF), la concentracion o fuerza iénica de la
disolucion reguladora (Cambios inversamente proporcionales en la potencial
zeta), el pH disolucion reguladora (Aumento del EOF al aumentar el pH), la

temperatura (Cambios en la viscosidad y el EOF) y surfactantes®.

Una formad de controlar el EOF consiste en adicionar surfactantes en las
disoluciones reguladoras empleadas. Estos aditivos actian aumentando,
disminuyendo o incluso cambiando el sentido del EOF. Pueden ser anionicos,
como es el caso del dodecilsulfato sédico (SDS), catiénicos como el bromuro de

cetiltrimetilamonio (CTAB) o neutros como el Tween 208,

6.1.2.1  Parametros que afectan a la separacion.

Existen tres parametros que definen la calidad de una separacion, relacionados con
el voltaje aplicado, las movilidades y la longitud de los capilares. Los pardmetros
son; tiempo de migracion, eficacia, resolucion.

e Tiempo de migracion
Uno de los principales objetivos de las técnicas de separacion es la disminucion de
los tiempos de analisis, los cuales vendran determinados por los tiempos de

migracion de cada especie. El tiempo de migracion de una especie dependera de la
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longitud del capilar, la movilidad electroforética (pe), electro-osmotica (peo) y del

campo eléctrico aplicado:

Py L Les Ly
Ecuacién 6.3 t. = — e/ T
m UaE (ﬂe"’ﬂeo)v

Donde u, es la movilidad aparente u, + ., Lef €5 la longitud efectiva del capilar
y L es la longitud del capilar. Segun esta expresion, cuanto menor sea el tamafio
canal y mayor el voltaje y las movilidades, los tiempos de migracion seran menores
provocando que el analisis sea mas corto.

e Eficacia
Este parametro viene determinado por el nimero de platos teéricos (N) que se
consiguen en un determinado capilar. Una mayor eficacia vendré condicionada por
el tiempo de migracion de las especies y de la anchura de pico, relacionados segun
la ecuacion:
Ecuacion 6.4 N =16 (%”)2
Donde t,, es el tiempo de migracién de las especies y w es la anchura del pico de
la base. Donde a partir de esa ecuacion es posible determinar que cuanto mas
estrecho sea un pico y mayor tiempo de migracion tenga, mayor sera la eficacia de
la separacion.

e Resolucion (Rs)
Es el grado de separacion de dos componentes de una muestra y se puede calcular
a través de la siguiente expresion:

ty—tq

Ecuacion 6.5 R, = At =2—=—

wi+wsy
Donde At es la diferencia entre los tiempos de migracién de las especies, w es el
valor medio de los picos t, — t; tiempos de migracion de las especies 1y 2, w; +
w, es el ancho del pico de las especies 1 y 2. De acuerdo con esta expresion
mientras mas estrechos sean los picos y mayor sea la diferencia entre los tiempos

de migracién, mayor sera la resolucion?.

6.1.3 Electroforesis en microdispositivos

Los microchips de electroforesis capilar han sido fabricados en vidrio y cuarzo,
debido a su transparencia y a que su EOF es muy similar al obtenido en los

capilares de silice de los sistemas de electroforesis capilar convencional. En los
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altimos afios se han empezado a usar materiales poliméricos de precio mas
reducido en comparacién con el vidrio y el cuarzo, como: el polimetilmetacrilato
(PMMA)*1, (PDMS)*15, policarbonato (PC)%17, polietilentereftalato (PET)1°
o poliéster?°, Estos materiales se han venido usando en los Ultimos afios debido a
sus propiedades quimicas y mecanicas, su bajo coste y su facilidad de manejo y
fabricacion. De todos estos polimeros, el PMMA y el PDMS son, probablemente,
los méas empleados en la fabricacion de microdispositivos analiticos. Comunmente,
para la fabricacion de microchips en materiales como el PDMS, vidrio pirex y
cuarzo se usa la técnica de fotolitografia clasica, empleada en la industria
microelectronica®l. En la bibliografia es posible encontrar diversas publicaciones
que hacen referencia a diferentes métodos de fabricacién de los microchips en
materiales poliméricos??-23, Para los microdispositivos utilizados en el este capitulo
se utilizaron los polimeros utilizados en la flexografia como se detallé en el
capitulo 2 y los trabajos publicados. Desde su aparicion se han desarrollado
distintos disefios de microchips 242°, pero el mas utilizado y sencillo es el que se
muestra en la figura 6.3. Este consiste en dos canales en forma de cruz, uno de
separacion y otro de inyeccidn. Al final de cada extremo se sitla un depdsito para:
la disolucion reguladora (A), la deteccion (B), la disolucion del analito, ya sean
patrones o muestra (de ahora en adelante se hara referencia siempre a muestra) (C)
y desecho (D). A su vez, existen dos disefios para el canal de inyeccién. Segun el

volumen de inyeccion, podemos tener una “cruz” o una doble “T”.

Canales en forma
de cruz

Figura. 6.3. Esquema del disefio tipico de un microchip de electroforesis capilar.
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6.1.4 Trigo y la roya de la hoja

Triticum aestivum, conocido como trigo blando, es uno de los cereales mas
cultivados en el mundo. En Argentina, es uno los cultivos mas importantes, con
una superficie sembrada promedio de alrededor de 6,8 millones de hectareas y una
produccién anual que varia entre los 19,9 millones de toneladas®. A nivel
gendémico, Triticum aestivum, es una especie constituida por tres genomas
homdlogos con secuencias de ADN repetitivo?’-?, Por otro lado, la roya de la hoja
es una de las enfermedades mas importantes de este cultivo, cuyo agente causal es
el hongo biotrofo Puccinia triticina, produce una disminucion del rendimiento del
5-10% 2°. Ademas de afectar al rendimiento, existe una importante disminucion
del area verde fotosintética (en particular de la hoja bandera, ultima hoja previa a
la espiga) y ademas consume una cantidad importante de agua y fotosintatos,
afectando asf la calidad del grano®.

En Argentina esta enfermedad se propaga a traves de urediniosporas (forma
asexual del hongo). Las urediniosporas, al caer en las laminas de las hojas, en
condiciones de humedad y temperatura optimas germinan con un tubo germinativo
que forma los apresorios y penetra por las estomas. Después el micelio se disemina
por los espacios intercelulares del meséfilo de la hoja y esporula a los 12-15 dias
formando pustulas de uredosporos que son capaces de reiniciar de nuevo el proceso
de infeccion en la planta e inclusive a grandes distancias llevados por el viento3!

Figura 6.4.

Figura. 6.4. Roya de la hoja - Puccinia recondita. Dafio en hoja de trigo (Louisiana
State University AgCenter Archive, Louisiana State University AgCenter,
Bugwood.org)
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6.1.5 Mecanismos genéticos de resistencia de la planta

Se han identificado genes que confieren resistencia a determinadas razas del
patégeno que se denominan raza-especificos®. Varios experimentos realizados
sobre herencia de la virulencia en el patdgeno y de la resistencia en el hospedante,
permitieron conocer un determinismo genético con algunos tipos de enfermedades,
estableciendo una teoria de la relacion gen a gen. Esta teoria propone que la
“Respuesta Hipersensible” (HR), solamente se manifiesta cuando el huésped posee
al menos un gen de resistencia y el patdgeno tiene el correspondiente alelo de
avirulencia. Por lo tanto, otra combinacion resultard en una reaccion de
susceptibilidad®. La relacion gen a gen se pudo confirmar en la interaccion del
trigo y la roya de la hoja en estudios genéticos .

En trigo se han reportado alrededor de 80 loci que poseen genes de resistencia a
roya de la hoja, o Lrs, por el inglés “leaf rust” 3. Actualmente hay dos tipos de
genes Lr en funcion del estadio en el cual comienza a expresarse la resistencia. Los
genes de plantula o resistencia en todos los estadios (ASR, all stage resistance) en
el cual la resistencia inicia en la primera hoja y continua durante todo el ciclo de
vida de la planta, y los genes de resistencia en planta adulta (APR, adult plant
resistance) en el que la expresion de la resistencia puede empezar en cualquier
estadio posterior al de plantula, pero alcanzan su maxima expresién en la hoja
bandera®. Por lo general se ha visto que los genes Lr otorgan resistencia raza-

especifica y expresan la respuesta hipersensible % figura 6.5.
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Figura. 6.5. Escala de Mains & Jackson, donde se describen los grados de

resistencia o susceptibilidad de acuerdo al tipo de respuesta del huésped. R:
Resistente; MR: Moderadamente Resistente; MS: Moderadamente Suceptible; S:

Suceptible .

Hasta el momento se han clonado tres genes Lrs raza-especificos de plantula: el
Lr10%, el Lr21% y el Lr1*y tres Lr de resistencia de expresion en planta adulta;
dos de amplio espectro: el Lr34 4%y el Lr67 'y uno de resistencia especifica: el
Lr22 42, Los genes de resistencia raza-especifica usados en variedades comerciales
confieren inicialmente buenos niveles de resistencia. Sin embargo, cuando el gen
que otorga la resistencia es utilizado extensivamente por largos periodos de tiempo,
aumenta la seleccion de nuevas razas del patdgeno con la capacidad de infectar al
cultivo. Consecuentemente, este tipo de resistencias es poco durables y su
utilizacion en programas de mejoramiento requiere de una constante evaluacién de
nuevas variantes génicas resistentes. Sin embargo, existen algunas variedades de
trigo portadoras de resistencia durable a roya como Sinvalocho MA, Buck
Manantial, Buck Poncho y El Gaucho FA*3, que se comportan como resistentes
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por largos periodos de tiempo atn luego de alcanzar una gran difusion #4. En todas
ellas se han reconocido genes de expresion en planta adulta, permitiendo suponer
una correlacion positiva entre la presencia de estos y una posible durabilidad de la
resistencia.

La utilizacion de genes de resistencia representa una de las formas méas econdémicas
para el control de las enfermedades en plantas y de menor impacto ambiental, ya
que elimina la necesidad de utilizacion de funguicidas. Evita ademas un recambio
acelerado de variedades como se observa en los Gltimos afios, donde la durabilidad
promedio de la mayoria de las variedades comerciales es de alrededor de 3 afios.
En los Gltimos afios la introduccion de germoplasma de origen mejicano y mas
recientemente de origen francés, ambos con altos potenciales de rendimiento, pero
con caracteristicas sanitarias regulares, han determinado un uso creciente de
paquetes tecnoldgicos que involucran el uso de agroquimicos con el consiguiente
impacto econdmico-ambiental. La identificacion de los genes responsables de la
resistencia durable y el clonado de los mismos para hacerlos disponibles para su
introduccién mediante ingenieria genética y para el estudio de las bases
moleculares de la resistencia a enfermedades, significarian un importante aporte
en el logro de una agricultura sustentable, con el consiguiente beneficio econémico

social 4590,

6.1.6 Marcadores moleculares

El desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular permite una caracterizacion
precisa del material genético de los organismos vivos. La disponibilidad de
marcadores de ADN como los RFLPs, RAPDs, microsatétlites y AFLPs (Caetano-
Anolles and Gresshoff 1997), entre otros®-%° ha avanzado rapidamente en los
altimos afios permitiendo la construccion de mapas de ligamiento de notable grado
de saturacion, clonado posicional de genes, seleccion asistida y también la
caracterizacién gendmica o fingerprinting para determinar el grado de parentesco
entre individuos de una poblacion®616384 En particular, el uso de marcadores de
ADN ligados a genes de resistencia en plantula y fundamentalmente en planta
adulta facilita los trabajos de seleccion en poblaciones segregantes provenientes de
cruzamientos con variedades portadoras de resistencia durable. Por su gran

disponibilidad, bajo costo, gran reproducibilidad, codominancia y alto grado de
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polimorfismo, los microsatelites 0 SSRs son los marcadores mas utilizados en trigo
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). Bésicamente, los SSRs se basan en
la amplificacion por PCR de fragmentos de ADN utilizando cebadores o “primers”
especificos que flanquean arreglos de mono-di-tri-tetra 0 pentanucleétidos en
tdndem con altos niveles de variacion basados en diferencias en el nimero de
unidades repetidas en cada locus®®.

El cultivar Sinvalocho MA (SV), se obtuvo por el cruzamiento Klein Sin Rival x
38 MA y ha sido usado como una variedad local diferencial en estudios de la roya
de la hoja por mas de 50 afios en Argentina 434, En estudios genéticos realizados
en esta variedad de resistencia durable, se han identificado un alelo o un gen
estrechamente vinculado al locus Lr3 en el cromosoma 6B y dos genes de
resistencia en planta adulta LrSV1y LrSV2 localizados en los cromosomas 2DS y
3BS, respectivamente, y marcadores de ADN asociados®®. En campo, las lineas
que llevan los genes LrSV1 o LrSV2 reducen el nimero de pustulas a 60-65%,
respectivamente, y a 55% cuando ambos estan presentes®®, sugiriendo que son
factores importantes en la durabilidad de la resistencia observada en este cultivar.
Ademas, se demostré que para la expresion del gen LrSV2 es necesaria la presencia
de por lo menos una dosis de otro gen, ubicado en el cromosoma 4BL, cercano o
idéntico al Lr12/Lr31%". y que se denomind provisoriamente LrcSV2. Ambos genes
se comportan como dominantes con efectos complementarios, de forma similar a

lo que ocurre con los genes de resistencia en plantula Lr27 y Lr31.

Con respecto al gen LrcSV2, utilizando una poblacion de 100 RILs (Lineas
Recombinantes Homocigotas) del cruzamiento de Sinvalocho por la variedad
susceptible Purple Straw, se habia construido un mapa genético del 4BL con 16
microsatélites delimitando un intervalo de 3.1cM entre dos clusters de 3
marcadores flanqueantes (gwm149, gwm251 y gwm375 proximales y cfd22, cfd39
y barc163 distales)®®%°. Luego se hallaron nuevos marcadores ligados, dos de los
cuales (FSs34 y FSs35) fueron disefiados a partir de secuencias de contigo del
cromosoma 4BL utilizando la sintenia con Brachypodium distachyon. La
incorporacion de estos al mapa genético permitio reducir el intervalo blanco a 1cM
entre los marcadores FSs34 (proximal) y gpw4388 (distal) y detectar un marcador
cosegregante con el gen; el microsatelite wmc6927°. Para obtener una mejor

resolucion del mapa es necesario incrementar el nimero de individuos segregantes
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estudiados por lo tanto es necesario analizar una poblacion F2 con los marcadores
flanqueantes del gen. El objetivo de este trabajo que se encuentra desarrollado en
este capitulo es el desarrollo y disefio de microcanales para electroforesis de ADN,
fabricados en PDMS que permitan analizar un alto ndmero de individuos
segregantes en menor tiempo y con reduccién del costo de materiales. La
electroforesis se realizard utilizando un campo eléctrico de acuerdo con las
moléculas estudiadas. A modo de ejemplo, se utilizardn marcadores moleculares

de tipo microsatelites asociados a genes de resistencia a roya de la hoja de trigo.
6.2. Materiales y métodos.

6.2.1 Material Vegetal.

El cultivar argentino de trigo (Triticum aestivum) Sinvalocho MA (SV) con
resistencia duradera a roya de la hoja lleva el gen de resistencia LrcSV2 que
proporciona resistencia en planta adulta a la raza Castelar02-GamalR (Ca02-G1R)
de Puccinia triticina. EIl cultivar Purple Straw (P) es susceptible a esta raza. Se
utiliz6 una poblacion segregante de 388 F2s del cruce SVxP. Las plantas fueron
cultivadas en el invernadero a temperaturas entre 15y 25 °C en recipientes de un

litro con 5 plantas por maceta.

6.2.2 Aislamiento de ADN

El ADN se aislé del tejido de la hoja. Brevemente, 300 mg de tejido foliar
deshidratado se trituraron mecanicamente con el Tissue Lyser (Quiagen) y se
afiadieron 0.8 ml de tampédn de extraccion (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, NaCl 700
mM, EDTA 50 mM pH 8) a 65 ° C. Después de la incorporacion de 100 pl de
CTAB al 10% y 100 pl de SDS al 20%, las muestras se incubaron con agitacion
suave a 65 ° C durante 60 min. Una vez a temperatura ambiente, se agregaron 900
ul de cloroformo / alcohol isoamilico (24: 1) y, después de 5 min de mezcla suave
por inversion, se centrifugd durante 10 min a 14000 rpm. La fase acuosa superior
se incubo con 5 pl de RNasa (10 pg / pl) durante 60 min a 37 © C. Después de un
segundo cloroformo /en la extraccion con alcohol isoamilico, se afiadieron 510 pl

de isopropanol frio a la fase acuosa y se centrifugdé durante 10 min a 14000 rpm.
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El sedimento se lavo con 1 ml de etanol al 70%. y se re suspendié en 50 pl de H20.
La cantidad de ADN purificado se estimo por la absorbancia a 260 nm usando un
espectrofotometro (ND-1000, NanoDrop®).

6.2.3 Amplificacion de marcadores de ADN por PCR.

Las amplificaciones por PCR se realizaron con 50 ng de ADN como plantilla en
reacciones de 20 ul con 1,5 mM de MgCl2, DNTP 0,16 uM, 0,08 uM de cada
cebador y 0,032 unidades/ul de la ADN polimerasa Taq (Invitrogen) en su
correspondiente tampdn (10x, sin MgCl2). El ciclo térmico consisti6 en siete ciclos
de 30 sa 94 ° C, 30 sa 62 (reduciendo 1 ° C por ciclo) y 30 sa 72 ° C; 31 de ciclos
30sa94°C,30sa55°Cy30sa72°C;1lciclosde30sa94°C,30sa56°Cy

30 sa 72 ° C. Las secuencias del cebador fueron las descritas: gpw43887%.

6.2.4 Diseno de los microdispositivos para la electroforesis.

Se disefiaron 3 dispositivos de microfluidica, utilizando Layout editor como
paquete informatico para el disefio;

i) dos canales en forma de cruz, uno de separacién y otro de inyeccion. Al final de
cada extremo se sitla un deposito para: la disolucién reguladora (A), la deteccion
(B), la disolucién del analito (C) y desecho (D). (Figura 6.6i).

i) dos vidrios porta objetos enfrentados, colocando en los bordes un espaciador de
0,4 mm de espesor y en el extremo superior microcanales para colocar las muestras.
Los microcanales fueron fabricados de acuerdo con la metodologia descrita en el
capitulo Il. Posteriormente, para fijarlos y evitar el corrimiento del gel durante el
Ilenado se colocaron ganchos en los bordes que sujeten los vidrios. (Figura 6.6ii).
iii) un molde maestro que contenia 10 canales y cada canal con su respectivo
agujero para cargar las muestras, fabricado también con la metodologia descrita en

el capitulo Il 'y cuyas dimensiones se pueden visualizar en la Figura 6.6iii.
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Figura. 6.6. Dispositivos utilizados para la electroforesis. i). Disefio en forma de
cruz donde A es la entrada de las muestras, B y C sitios donde se colocan los
electrodos para introducir las muestras en los canales y C es la salida o el desecho.
(Los electrodos también son colocados en A'y D para poder aplicar un diferencial
de potencial dependiendo el caso). ii) Dispositivo ensamblando con vidrios cubre
objetos donde el gel de acrilamida queda contenido. iii) Disefio del dispositivo de
los nueve microcanales con dimensiones escaladas y con pocillos para las

muestras.

6.2.5 Fabricacion de los dispositivos en PDMS.

La fabricacion de los dispositivos i) y iii) se realizd utilizando la metodologia
desarrollada y descrita en el capitulo Il. Brevemente, el proceso de fabricacién del
dispositivo de microfluidos PDMS consta de tres pasos principales: (1) fabricacion
del molde maestro flexografico de fotopolimero (Fmold), (2) fabricacion de un
molde macho de resina epoxica reutilizable (ERmold) utilizando el Fmold
mediante copia de la réplica y (3) transferencia del ERmold en PDMS. EI Molde
maestro flexogréafico de fotopolimero (Fmold): El fotopolimero Flexcel NX y la
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capa TIL utilizadas en la fabricacion de los moldes fueron suministrados por
Eastman Kodak247. Los pasos de fabricacion del Fmold se han descrito en un
trabajo anterior’®. Brevemente la red de microcanales se disefidé con un paquete
informético y el disefio fue transferido al TIL con una fuente de laser infrarrojo de
2400 ppi. En el siguiente paso, se expuso la placa de fotopolimero a la luz UVA a
0,45 J en el reverso y luego en el anverso se expuso a luz UVA a 19 J durante 360
s, después se eliminé el TIL. Se utilizaron diferentes periodos de exposicion a los
rayos UVA en el reverso para controlar la altura de los microcanales.
Posteriormente, la placa de fotopolimero se lavé con disolvente PROSOL N-1
(suministrado por Eastman Kodak) a 360 mm.min! y se secé en estufa durante 30
min a 50 ° C. Finalmente, la placa de fotopolimero se expuso a luz UVC a 10 J
durante 17 min y luz UVA a 4 J durante 2 min en la parte frontal. Este molde fue
codificado como Fmold. Antes de su uso, el Fmold se coloco en una estufa al00
°C por 12 h'y luego se trat6 en una camara de vacio por 1 ha 25 °C, seguido de un
proceso de limpieza en solucién de etanol al 70% en bafio ultrasénico por 7 min,
secado a 40 °C por 10 miny con nitrégeno. EI molde de resina epoxica (ERmold):
disponible comercialmente y un agente de curado (Cristal-Tack, Novarchem -
Argentina) se mezclaron con agitacion manual durante 3 minutos en una
proporcion en peso de 2:1 y se trataron con un sonicador (TESTLAB Ultrasonic
Cleaner) durante 7 min para eliminar las burbujas de aire. Luego, la mezcla se
vertié sobre el molde Fmold y se curé a temperatura ambiente durante 72 h.
Después del curado, el molde de resina epdxica se despeg6 del molde Fmold para
formar el molde macho, este molde se conoce como ERmold. EI PDMS se mezclé
con el agente de curado en una proporcién en peso de 10:1 (Sylgard 184 Silicone
Elastomer Kit), como anteriormente descrito por Pefiaherrera et al.® Luego, la
mezcla se colocé al vacio durante 30 min para eliminar las burbujas de aire, se
vertio en el Ermold y se cur6 en una estufa a 40 °C durante la noche. Después del
curado, la réplica de PDMS se despeg6 del molde y se perforaron los orificios para
las entradas y salidas de los canales de 1 mm de didmetro. (Integra Miltex®Ted
Pella, Inc). Finalmente, la réplica se unié de forma irreversible a una oblea de
vidrio después de la exposicion a un generador de alta frecuencia (BD-10AS,
Chicago) durante 120 s.
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6.2.6 i) Ensamblaje del dispositivo en PDMS en forma de cruz.

El dispositivo en forma de cruz (i) consiste en un canal fabricado en PDMS y unido
a un sustrato de vidrio de dimensiones 38 mm x 13 mm, que actta ademas como
cierre de los microcanales para hacer pasar disoluciones a través de los
microcanales. Sobre el PDMS, se encuentran los electrodos. Antes de realizar la
electroforesis en los microdispositivos, fue necesario llevar a cabo un
acondicionamiento de los microcanales. Este proceso constituye uno de los pasos
mas importantes y criticos a la hora de conseguir sefiales reproducibles. Este ha
consistido en hacer pasar a través de los canales del microchip una disolucion de
NaOH 0.1 M, durante 20 min. A continuacién, se procede al lavado con H-O,
durante 15 min. y finalmente se hace pasar la disolucion de trabajo (Agarosa+TBE)
durante 15 min. Los microchips de vidrio se han acondicionado con puntas de
pipeta a la salida. Se afiadio gel de agarosa 2% en tampon TBE 1X ((0,89 mM Tris,
0,89 mM Acido Bérico y 20 mM EDTA pH 8.0). El gel de agarosa se introdujo
hacia el canal de separacion justo hasta que el gel lleg6 a la unién en T, luego se
llenaron todos los depdsitos con tampon de electroforesis (1X TBE) y el chip se
enfrié a temperatura ambiente. El gel de agarosa gelificd a temperatura ambiente
y el chip quedo listo para usar.
e Electroforesis

La separacion de los fragmentos se realiz6 utilizando una fuente de poder Biorad
300 controlada manualmente que proporcioné los voltajes necesarios para la
inyeccion 'y separacion de muestras. En este trabajo, se sembraron
aproximadamente 5-10 puLL de muestra con buffer de carga (10 mM NaOH, 0.05%
Azul de Bromofenol, 0.05 % Xylene Cyanol y 95% (v/v) Formamida desionizada).
Al aplicar un campo eléctrico, de 200-400 V cm™, entre los depésitos Ay B (figura
6.61), la muestra migro a través del canal de muestra y, por lo tanto, llen6 el &rea T
del microchip. Después de un tiempo de inyeccién predeterminado ( 1min ), la
separacion electroforética comenz6 aplicando un potencial entre los depdsitos C y
D (figura 6.6a), por 4 min. Los resultados fueron visualizados en un

transiluminador Labnet.
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Figura. 6.7. Esquema de electroforesis en el (i) dispositivo de microfluidica en

forma de cruz.

6.2.7 ii) Ensamblaje del dispositivo en vidrios.

Antes del ensamblando del dispositivo, Uno de los portaobjetos de vidrio se trat6
con una solucién de 9,50 ul de alcohol, 0,5 pl de acido acético y 0,3 ul de Bind
(PlusOne Bind- Silane. Amersham Biosciences), y se lavo posteriormente 3 veces
con 10 ml de alcohol, en intervalos de 3 minutos. El otro portaobjeto se traté con
40 ul de Gel Save (AppliChem). Biosciences), y se lavo posteriormente 3 veces
con 1 ml de alcohol, en intervalos de 3 minutos. El armado del dispositivo consistid
en colocar las caras tratadas de forma enfrentada, colocando en los bordes un
espaciador de 0,4 mm de espesor y en la parte superior el porta muestras. Se
colocaron ganchos en los bordes para fijarlos. Entre los vidrios se coloco una
solucion de acrilamida 5% Acri:bis (19:1), urea 7 M en buffer TBE 1X (0,89 mM
Tris, 0,89 mM Acido Borico y 20 mM EDTA pH 8.0) a la que se agregaron los
catalizadores Temed (1 pl/ml de gel) y Persulfato de amonio 25% en agua (1 pl.ml-
Lde gel). A los productos de amplificacion se les agregd 10 pl de buffer de carga
(10 mM NaOH, 0.05% Azul de Bromofenol, 0.05 % Xylene Cyanol y 95% (v/v)
Formamida desionizada) y se desnaturaliz6 a 95°C por 5 minutos. Luego se los
coloco rapidamente en hielo. Para la resolucién de los productos de amplificacion,
se sembraron 1-5 ul de la muestra y la electroforesis se realizo con buffer TBE 0.5

X durante aproximadamente 45 minutos a 60 Watts constantes dentro de una cuba
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electroforética Bio-Rad, como se puede ver en la figura 6.8). Se incluy6 un
marcador de peso molecular (25 bp Invitrogen) y la visualizacion de la corrida
electroforética se realiz6 mediante tincion con Nitrato de Plata (AgNO3) e
Hidroxido de Sodio (NaOH).

Cuba electroforética

Figura. 6.8. Esquema de electroforesis en el dispositivo de microfluidica utilizando

el ensamblaje de vidrios porta objetos (ii).

6.2.8 Visualizacidon de productos de PCR.

Después del ciclo de PCR se afiadié un volumen de tampdn de carga (NaOH 10
mM, azul de bromofenol al 0,05%, cianol de xileno al 0,05% y formamida
desionizada al 95%) y después de 5 min de incubacion a 95 °C, se cargaron 7 pl
en poliacrilamida desnaturalizante al 5%. los geles se sometieron a electroforesis
en tampon TBE 0,5 x durante 90 min a 60 W. Los fragmentos separados se tifieron
con plata de la siguiente manera: incubacion de 5 min en éacido acético al 0,05% -
etanol al 10%, incubacién de 10 minen 1,5 g /|1 de AQNO3 més 1,5 ml / | de
formaldehido, 15 s de lavado en agua bidestilada e incubacion en 15 g / | de NaOH
méas 2 ml / | de formaldehido hasta que los productos de PCR fueron visibles. La
tincion se detuvo con acido acético al 0,05% vy etanol al 10%. Para los ensayos del

ii) dispositivo de vidrio seccién 6.2.8.
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6.3. Resultados y Discusion.
6.3.1 Fabricacion de los dispositivos para electroforesis.

Con el desarrollo de los dispositivos se logr6 avanzar hacia el concepto de
miniaturizar las electroforesis que se realizaban en geles de poliacrilamida vertical
de 45cm por 32cm. A lo largo de este trabajo se han orientado gran parte de los
esfuerzos a intentar disefiar y fabricar un verdadero dispositivo de microfluidica
que permita realizar electroforesis. Para ello, se ha profundizado en el disefio y
desarrollo de dispositivos. Asi, uno de los primeros dispositivos disefiados y
utilizados fue el dispositivo de PDMS en forma de cruz (i) ya que es uno de los
mas utilizados en la literatura y en varias aplicaciones’ . La electroforesis en el
dispositivo de PDMS en forma de cruz fue factible, pero el proceso para obtener
los resultados de varias muestras fue muy lento, debido al proceso de lavado y
acondicionamiento del dispositivo entre cada muestra a ser analizada. Por lo tanto,
con la idea de paralelizar el analisis y la obtencion de los resultados se utilizo el
dispositivo (ii). Los resultados obtenidos después de la amplificacion, la
electroforesis, y la tincion de los marcadores, ligados a la resistencia a roya®® 0 se
muestran en la figura 6.9. El proceso resultd6 mucho mas rapido que en el
dispositivo (i) anteriormente descrito. En cuanto a la paralelizacion de las muestras,
mostrd la posibilidad de analizar dos muestras. En la Figura 6.9a, se muestra el
dispositivo después de la electroforesis y de la tincion con Nitrato de Plata
(AgNOs3) e Hidroxido de Sodio (NaOH), donde se pueden visualizar dos muestras:
los individuos parentales Sinvalocho (SV) y Purplestraw (P). Se observan los
fragmentos y la diferencia en sus tamafios en el gel. Esta diferencia en el tamafio
de los fragmentos se debe al polimorfismo de tamafio de este marcador molecular
entre las lineas parentales del cruzamiento. Estos fragmentos permiten identificar

si los individuos poseen el alelo de SV o de P del marcador ligado al gen de interés.
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Figura. 6.9. Visualizaciéon del polimorfismo del marcador gpw4388 por
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 5%, en las lineas parentales

SV (Sinvalocho) y P (Purplestraw).

Uno de los principales objetivos de las técnicas de separacion es la disminucion de
los tiempos de analisis, analizando varios individuos en paralelo. Por esa razon se
disefié un nuevo dispositivo (iii) con nueve canales, con entradas independientes,
como se muestra en la Figura 6.10. El nuevo dispositivo integra dos caracteristicas:
primero, la integracion de un microcanal con unas dimensiones de 10cm x 5cm no
reportada en la literatura para electroforesis en microcanales y segundo, cada canal
posee una entrada independiente para cada muestra, donde se haria la electroforesis
en gel de poliacrilamida como se describié anteriormente. Este dispositivo
permitiria, mejorar la separacion® al poseer un canal independiente de didmetro
menor y uniforme para la migracion por el efecto de la electroforesis en un capilar.
Ademas, incrementaria la eficacia por poseer mas platos tedricos, debido a la
longitud del canal®. Finalmente, como se menciond previamente el dispositivo
también permite el anélisis de hasta 9 muestras en forma simultanea. El disefio e
implementacion del dispositivo permitiria escalar e incrementar el nimero de

analisis.
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Fuente de poder

Pocillo

rvey i
Cuba electroforética Microcanal

Figura. 6.10. Esquema propuesto para electroforesis en el dispositivo (iii) con
canales de microfluidica y el ensamblaje de vidrios con gel de acrilamida

independiente.

Conclusiones.

Es posible la miniaturizacion de diferentes partes de la instrumentacion analitica,
sin perder su funcionalidad, asi se han desarrollado tres modelos de electroforesis
capilar con deteccién. La simplificacion y el uso de microdispositivos es posible
gracias al desarrollo de diferentes configuraciones propuestas. En este trabajo se
han presentado modelos para electroforesis de forma facil y rapida ahorrando
tiempo y costos en materiales adicionales al montaje de -electroforesis
convencionales en geles de acrilamida. Asi se han desarrollado la primera
generacion de dispositivos de microfluidica y que es necesario continuar
optimizando el proceso para buscar marcadores asociados a genes de resistencia a
la roya de la hoja del trigo. Uno de los marcadores flanqueantes GPW4388 fue
probado con el dispositivo (ii) y se podria utilizar para genotipar la poblacion
segregante utilizando menor cantidad de recursos. Y finalmente fue posible
identificar otros recombinantes dentro del intervalo genético.
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6.6. Anexos1

Genotipo de los marcadores flanqueantes para LrSV2 en 24 recombiates F2s del

cruzo R46 x Si y la oxidacion fenotipica sobre P. triticina en la raza Ca02-G1R con

la infeccion artificial de etapa adulta de su progenie F3.

RIL 46 X Relmo
Siriri
F2 F3
LrSV2-flanking markers Ca02G1R (flag
Recombinante (3BS) leaf)
cfh3417 gwmb533 R S P31 P97
s3 H 0 0 18 <0,001 <0,001
s11 1 H 0 15 <0,001 <0,001
s35 0 H 0 19 <0,001 <0,001
s65 H 0 0 17 <0,001 <0,001
s83 H 1 0 19 <0,001 <0,001
s88 0 H 0 18 <0,001 <0,001
5104 0 H 7 9 <0,01 0,23
5155 H 1 11 7 0,14 0,43
s167 H 1 13 3 0,41 <0,05
5191 H 1 15 4 0,47 <0,05
s240 H 1 13 7 0,21 0,28
$263 H 1 0 17 <0,001 <0,001
$283 0 H 0 19 <0,001 <0,001
s298 H 1 17 0 <0,01 <0,001
$299 H 0 0 18 <0,001 <0,001
s313 H 1 13 7 0,21 0,28
s369 H 1 20 0 <0,01 <0,001
s408 0 H 0 20 <0,001 <0,001
s411 H 1 0 18 <0,001 <0,001
s437 H 1 19 0 <0,01 <0,001
s441 1 H 12 5 0,43 0,17
s462 0 H 8 5 0,21 0,46
s483 H 0 0 19 <0,001 <0,001
s509 H 1 14 5 0,53 0,09

1: R46 alelo, 0: Si alelo, H: heterocigoto, R: resistante, S: susceptible. p: probabilidad para un valor binomial de
prueba de extactitud
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7.1 Capitulo VII.

Conclusiones Generales
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En este trabajo de tesis se han explorado las propiedades de la ingenieria de
materiales para investigar una novedosa forma de elaborar moldes maestros para
la fabricacion de dispositivos de microfluidica que podrian ser aplicadas en una
variedad de areas de investigacion, donde un aspecto critico es seleccionar una
metodologia de construccién de moldes para fabricar microdispositivos PDMS. En
el capitulo Il se demostré que el ERMold podria considerarse una buena opcién
para obtener réplicas de PDMS con topologias deseadas. Sorprendentemente, la
metodologia propuesta aqui permite fabricar moldes reutilizables con alta
capacidad de replicacion y que contiene estructuras que van de micrones a los
milimetros. La funcionalidad y versatilidad de la metodologia ha sido demostrada

con éxito fabricando varias topologias microfluidicas.

La utilizacion de una resina epoxi constituye una alternativa de menor costo que la
resina  SU-8 sobre oblea de silicio que se utiliza tradicionalmente.
Consecuentemente, esta tecnologia contribuye positivamente a la evolucién en el
campo de la microfluidica ya que posibilita a los laboratorios de paises en vias de
desarrollo integrar a la microfluidica a sus estudios sin necesidad de un cuarto
limpio (cleanroom). Resulta pertinente mencionar que los resultados del capitulo
2 fueron publicados en la revista cientifica indexada Sensors and Actuators B:
Chemical (https://doi.org/10.1016/j.snb.2019.03.062)

Los resultados del capitulo 11 demostraron como el estudio de los perfiles de
evolucion de las corrientes han puesto en evidencia que es posible la fabricacion
de poros de forma controlada. Se encontrd que las condiciones de voltaje, reactivos
y temperaturas aplicadas durante el proceso de formacion influyen sobre
caracteristicas relevantes de la fabricacion, determinandose las condiciones
Optimas para una temperatura de 84 °C y HCI como agente de frenado. Por el
contrario, bajo condiciones de temperatura a 65 °C no se genera un ataque eficiente
de la superficie del silicio y por tanto no es posible obtener poros en esta situacion.
Finalmente, el analisis de la evolucion de las corrientes del proceso para

condiciones Optimas de la fabricacion permite caracterizar la formacion
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macroporos y ofrece un mecanismo altamente funcional para el control de su
tamarfio.

En general el trabajo ofrece las siguientes posibilidades:

1. Caracterizar el proceso de fabricacién de macroporos bajo las condiciones
establecidas.

2. Determinar condiciones 6ptimas de fabricacion de macroporos

3. Provee una metodologia econdmica, facil y versatil para la fabricacion de
macroporos.

4. Lo anterior da lugar a la extrapolacion y adecuacion del procedimiento en una
metodologia que permite la fabricacion de nanoporos, generando asi una
herramienta de utilidad para el desarrollo tecnoldgico, tanto de la medicina como

de la biologia.

Estos resultados fueron publicados en la revista Matéria Rio J.
(https://doi.org/10.1590/s1517-707620180002.0461.)

En el capitulo 1V se logro la integracion de un microporo en estado soélido entre un
canal de microfluidos multicapa para la deteccion y el conteo de células. Dos
fabricaciones econémicas y accesibles fueron presentadas para fabricar los
microporos y Microcanales PDMS. Los microporos de diferentes tamafios fueron
obtenido por grabado directo bajo la concentracion de agente de 50% en peso de
KOH, temperaturas (40, 60, 80 C) y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se comprobo
que el perfil eléctrico depende del voltaje y la temperatura, mientras que la
concentracion del agente de ataque influye en las caracteristicas morfoldgicas
superficiales del poro. La caida de presion, esfuerzo cortante, parametros de
viscosidades de fluidos y tasas de flujo en calculo mediante la simulacion los cuales
permitieron encontrar las condiciones dptimas para realizar la deteccion celular
evitando el dafio o deformacién celular. Por otro lado, la fabricacién del microporo
fue factible sin ser necesarias la litografia y equipos costosos como FIB para la
fabricacion de los microporos de estado solido. La integracion de multicapa con
un solo microporo fue posible para la deteccién y recuento celular y permitira el
desarrollo de nuevas ideas y trabajos utilizando esta tecnologia. Estos resultados
fueron publicados en la revista RSC Advances (DOI: 10.1039/c9ra09939%).
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En el capitulo V los resultados confirmaron la utilidad de LOC como un método
eficaz para la cuantificacion de las dosis de farmacos de: células vivas, muertas,
autdfagas y apoptéticas. LOC permitié comparar dos tratamientos diferentes para
las células del cancer de mama. El tratamiento metronémico (LDM) report6 una
disminucion considerable en el porcentaje global de células vivas y un aumento en
las células sometidas a PA con respecto a los controles. En conclusién, los
dispositivos LOC no solo tienen las ventajas ya conocidas, sino que también son
una herramienta poderosa, ya que solo requieren pequefias cantidades de reactivos
y pueden usarse bajo parametros de cultivo especificos. Los dispositivos LOC
podrian considerarse como una tecnologia novedosa para ser utilizada como
complemento o reemplazo de los estudios tradicionales sobre dosis metrondmicas
de farmacos con diferentes tratamientos y esquemas. Cabe recalcar que los
resultados de esta investigacion han sido publicados en un preprint BioRxvi (doi:
https://doi.org/10.1101/2020.07.16.188748) y actualmente estan ya sumitidos a la
revista PLUSONE.

En el desarrollo del Capitulo VI EIl objetivo fue identificar otros recombinantes
dentro del intervalo genético que contiene LrSV2 entre la poblacién F2 de Si x
R46 y el RIL y F2 poblaciones de SV x P mediante el uso de moléculas
flanqueantes marcadores. Esto llevé a la identificacion y mapeo de un gen
complementario que interactda con LrSV2. Este trabajo destaca la importancia de
analizar diferentes cruces para descubrir interacciones genéticas entre genes no
ligados. Estos resultados fueron publicados en la revista Theor Appl Genet
(https://doi.org/10.1007/s00122-018-3155-x). Ademas, se desarroll6 con éxito la
primera generacion de dispositivos de microfluidica para marcadores asociados a
genes de resistencia a la roya de la hoja del trigo. Y que ser& necesario continuar
optimizando el proceso, demostrando que el trabajo generara futuros trabajos, asi

como continuidad a las ideas presentadas.

Finalmente, el trabajo presentado permitira con la nueva tecnologia de fabricacion,

una nueva generacion de dispositivos, para una amplia variedad de aplicaciones,
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permitiendo el desarrollo de nuevos trabajos; tesis a bajos costos y facil
implementacion de esta tecnologia en cualquier laboratorio.

El trabajo de mesada en el laboratorio, asi como los experimentos ejecutados han
dado como resultado copiosas publicaciones y han proporcionado nuevas ideas que
se estdn desarrollando actualmente y las cuales estan préximas a enviar para
evaluacion. Por todo lo mencionado anteriormente se considera que este trabajo de
tesis ha finalizado exitosamente, alcanzando extensamente los objetivos

planteados a su inicio.
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