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Abstract:

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
possible to manufacture a solid-state micropore and to integrate it into a multilayer microfluidic device.
Microfluidic devices also made it possible to identify types of cell death caused by exposure to
chemotherapeutic drugs commonly used to treat breast cancer patients. Finally, several microchannel
architectures were designed, contrasted and studied to carry out electrophoresis of DNA molecular
markers to study genes that confer resistance to wheat leaf rust.
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Objetivos 

 

 

En el presente trabajo de tesis se desarrollarán microcanales basados en canales de 

microfluídica, utilizando la ingeniera de materiales para prescindir de una sala 

limpia. El novedoso procedimiento utilizará un fotopolímero y una resina para 

la fabricación de microcanales. Los microdispositivos fabricados serán 

empleados para el sensado de células y biomoléculas.  

 

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

específicos: 

 

 

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

empleando una resina epóxica. 

 

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

cristalino. 

 

3. Sensar ópticamente líneas celulares utilizando dispositivos de microfluídica 

fabricados con polidimetilsiloxano (PDMS) en los cuales se incluirá un 

microporo. 

 

4. Analizar la muerte celular de células cancerígenas expuestas a 

quimioterapéuticos a través del sensado de biomoléculas en dispositivos de 

microfluídica.   

 

5. Desarrollar un dispositivo de microfluídica para electroforesis de marcadores 

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

 

 

  



 

 ix 

Resumen 

 

En la última década, los dispositivos de microfluídica han desempeñado un papel 

importante en muchos procesos biológicos, químicos, y aplicaciones de 

ingeniería1. Con esta consigna, en este trabajo de tesis se han desarrollado 

exitosamente dispositivos de microfluídica, los cuales fueron empleados para el 

sensado óptico de células con un microporo inmerso en estado sólido fabricado por 

un método químico. Además, se estudió 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 desarrolló un método de fabricación 

de dispositivos de microfluídica, prescindiendo del acceso a un cuarto limpio 

(cleanroom), de tal manera que se posibilita la inclusión de la microfluídica 

prácticamente en cualquier laboratorio. 

Varios diseños fueron fabricados e investigados para evaluar la capacidad de la 

resina epóxica para para obtener réplicas en polidimetilsiloxano (PDMS) para 

ensamblar los dispositivos de microfluídica. Esta capacidad para transferir el 

diseño desde la resina epóxica hacia el PDMS fue verificada mediante la 

caracterización con microscopia electrónica. 

Además, se logró fabricar un microporo de estado sólido e integrarlo en un 

dispositivo multicapa de microfluídica. Este dispositivo fue utilizado para sensar 

ópticamente las células mediante la adquisición y análisis de imágenes, 

demostrando ser un método muy bueno y asequible para la detección y el conteo 

de células. 

Los dispositivos de microfluídica también permitieron identificar tipos de 

apoptosis celular ocasionado por la exposición a la quimioterapia utilizada 

comúnmente en células del cáncer mama. Alrededor de 7000 imágenes fueron 

analizadas, lográndose 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). 
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Por otro lado, se desarrollaron varios microcanales que fueron diseñados, 

contrastados y estudiados para realizar electroforesis de marcadores moleculares 

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

ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

AFM: Microscopio de fuerza atómica 

AG:  Autofagia  

AP:  Apoptosis programada caspasa 

ARN: Ácido Ribonucleico 

ASR:  Resstencia en todos los estadíos  

BC:  Cáncer de mama humano  

BCC: Células de cáncer de mama  

CE:  Electroforesis Capilar  

CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio  

CVD: Deposición de vapor químico  

DEP:  Dielectroforesis  

DI:  Agua desionizada  

DLD: Desplazamiento lateral determinista 

DMEN: Medio de águila modificado 

DOX: Doxorrubicina  

E:  Campo eléctrico  

ED:  Diodo, electroquímico  

EOF: Flujo electroosmótico 

ERmold: Resina epóxica reutilizable  

FIB:  Haz de iones enfocado 

Fmold: Fotopolímero flexográfico  

GFP:  Proteína fluorescente verde 

HVPS: Fuentes de alto voltaje 

HEK:  Células embrionarias de riñón humano 

HR:  Respuesta Hipersensible  

LC:   Viabilidad celular  

PACVD: Deposición química por vapor asistida por plasma  

PC:  Policarbonato  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  

PFF:  Fraccionamiento de Flujo de cizalla  

PI:  Yoduro de Propidio  

PMMA: Polimetilmetacrilato  

PTX:  Paclitaxel  

SD:  Desviación estándar  

SDS:  Dodecilsulfato sódico  

SEM  Microscopía electrónica de barrido  

TIL:  Capa térmica de imágenes  

VIS‐UV: Visible‐ultravioleta  

D:  Coeficiente de difusión  

LDM: Quimioterapia dosis bajas  

LOC: Lab-on-a-Chip 

MEMS: Sistemas microelectromecánicos 

PDMS: Poli-dimetilsiloxano  

Pe:  Número de Péclet  

PEG:  Polietilengrlicol 

PET:  Polietilentereftalato  

μTAS: Microsistemas de análisis 
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1.1.  Introducción.  

La microfluídica es la ciencia que se ocupa de estudiar el comportamiento, 

control preciso y la manipulación de fluidos y partículas en la escala de decenas 

a cientos de micrómetros1. La microfluídica se considera como una plataforma 

para aplicaciones biomédicas y químicas, llamado Lab-on-a-Chip (LOC) o micro 

sistemas de análisis total (μTAS)2. En la historia los primeros dispositivos de 

microfluídica demostraron que los mecanismos podían ser miniaturizados e 

integrarse entre sí, lo que llevó a la idea de que se podría 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, así como métodos de fabricación. Materiales como 

el poli-dimetilsiloxano (PDMS), y otros elastómeros han surgido recientemente 

como excelentes alternativas al silicio y el vidrio utilizados en los primeros 

dispositivos fabricados mediante procesos MEMS (sistemas 

microelectromecánicos)3,4. La fabricación simplificada de dispositivos 

utilizando resinas poliméricas como moldes maestros permiten fabricar una 

amplia gama diseños. Además, poseen extensas arquitecturas y dimensiones en 

la escala micrométrica que son comparables con las últimas tecnologías 

dependientes de cuartos limpios5. Permitiendo que la microfluídica se convierta 

en una tecnología ubicua y con aplicaciones en muchos campos diversos. 
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1.2.  Beneficios de la miniaturización. 

Una de las ventajas, de los componentes y procesos miniaturizados es la 

utilización de volúmenes pequeños, lo que lleva a la reducción en el consumo de 

reactivos. Todo esto disminuye los costos y permite utilizar pequeñas cantidades 

de muestras6. También se reducen las cantidades de productos de desecho. 

Adicionalmente, la relación superficie/volumen de los componentes pequeños 

facilita la transferencia de calor, lo que permite realizar cambios rápidos de 

temperatura y un control preciso de la misma. En reacciones exotérmicas, esta 

característica puede ayudar a eliminar la acumulación de calor que podrían 

provocar reacciones secundarias no deseadas7. 

 

A pequeña escala y con el tamaño de los dispositivos de microfluídica, la mezcla 

por difusión es rápida, a menudo aumenta la velocidad y precisión de las 

reacciones. En algunos trabajos las mejoras son notables en los tiempos de 

medición, sensibilidad mejorada, mayor selectividad y repetitividad, por citar los 

más comunes. Por ejemplo, la dispersión se reduce en las separaciones 

electroforéticas por la rápida disipación del calor. En algunas separaciones, la 

sensibilidad mejora porque el tiempo de medición reducido conduce a un grado 

menor de ensanchamiento de picos8.  

 

Los dispositivos de microfluídica a veces permiten realizar procesos de formas 

completamente nuevas. Por ejemplo, la temperatura del fluido se puede variar 

rápidamente moviendo el fluido entre las regiones del chip con diferentes 

temperaturas en lugar de calentar y enfriar el fluido. En un dispositivo para 

detectar proteínas en las condiciones de cristalización se aprovecha la difusión 

de interfaz libre, un proceso que es práctico solo en el microescala9. La naturaleza 

del flujo de un fluido en microcanales permite nuevos métodos para realizar 

intercambio de solventes, filtrado y reacciones en dos fases10. 
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1.3.  Beneficios de la automatización e integración.  

Los beneficios de la microfluídica incluyen, (i) volúmenes reducidos de muestra 

y reactivo, (ii) procesamiento rápido 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 intervención humana y el error11. 

 

La manipulación precisa, la separación y el fraccionamiento de biopartículas es 

una capacidad indispensable de la microfluídica. Por ejemplo, en el 

procesamiento de micropartículas dispuestas en sola línea permite la detección y 

análisis que es un componente importante de la citometría de flujo en un chip. 

Además, la separación de micropartículas/células de acuerdo con sus formas 

biofísicas únicas, como; el tamaño, la densidad, la forma, la deformabilidad y las 

proteínas de superficie permiten una amplia gama de aplicaciones12,13. 

 

 

 

Figura.1.1. Dispositivo de microfluídica que se utiliza para estudiar el 

crecimiento de poblaciones microbianas, se observan canales complejos. Este 

dispositivo incluye una alta densidad de válvulas neumáticas. Los colores son 

tintes introducidos para trazar los canales14. 

 

Realizar todas las operaciones de manipulación de fluidos en un solo chip ahorra 

tiempo, reduce el riesgo de pérdida o contaminación de la muestra y puede 

eliminar la necesidad de un laboratorio voluminoso y costoso usando robots. 

Además, el funcionamiento de los dispositivos de microfluídica se puede 

automatizar, aumentando así el rendimiento, mejorando la facilidad de uso, 
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mejorando la repetitividad y reduciendo el elemento de error humano. La 

automatización también es útil en aplicaciones que requieren operación remota, 

como dispositivos que realizan seguimiento continuo de procesos químicos o 

ambientales en lugares inaccesibles15. 

 

Otra forma de aumentar el rendimiento es aprovechar el paralelismo. Se han 

demostrado chips individuales que realizan cientos de ensayos o reacciones 

idénticas16,17,18. Poseen una distribución en el chip con una sola entrada para la 

muestra donde es conducida a microrreactores, una solución interesante para el 

problema de la interfaz de micro-a-macro19,17. Este problema se refiere al 

desajuste entre los tamaños de muestra que pueden se difíciles de manipularse 

en el laboratorio (μL–mL) versus el volumen de microrreactores (pL–nL).  

 

Una de las ventajas de la automatización es poder manipular partículas, las 

tecnologías se pueden clasificar en dos tipos activos y pasivos. Tecnología activa 

como la dielectroforesis (DEP)20, que dependen de campos de fuerza externos, 

mientras que las tecnologías pasivas dependen completamente de la geometría 

del canal o fuerzas hidrodinámicas intrínsecas, como el fraccionamiento de flujo 

de cizalla (PFF)21 desplazamiento lateral determinista (DLD).  

 

Los pequeños dispositivos de microfluídica también pueden ofrecer la 

característica de portabilidad, lo que permite aplicaciones en análisis químico, 

medicina en el punto de atención o medicina forense. La capacidad de realizar 

pruebas integradas para diagnóstico en lugar de en un laboratorio centralizado 

podría reducir los costos, mejorar el tiempo de respuesta y reducir el riesgo de 

confusión de muestras. Si se fabrican a bajo precio, los dispositivos podrían ser 

desechables, eliminando la contaminación cruzada entre pruebas.  
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1.4.  Áreas de aplicación.  

En la literatura se han reportado varias reacciones y ensayos que se han realizado 

en los dispositivos de microfluídica22,23,24,25,26. Algunos han mostrado 

importantes mejoras en el rendimiento en comparación con sus homólogos de 

macroescala y ofrecen una prometedora comercialización. En algunos casos, las 

implementaciones a microescala han transformado completamente la forma en 

que cierto tipo de experimentos se realizan o han permitido la paralelización de 

experimentos que antes ni siquiera se podían contemplar. 

Entre los numerosos procesos biológicos y bioquímicos demostrados se 

encuentra la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)17, inmunoensayos27, 

detección de fármacos, recuento y clasificación de células28, electroforésis, 

extracción de ácido nucleico16, análisis de muestras de sangre sin purificar27, 

secuenciación de ADN29, exámenes de detección de condiciones de 

cristalización de proteínas9, estudios de cultivo celular14 y manipulación 

unicelular30. 

 

 

 

Figura.1.2. Dispositivo de microfluídica, que realiza pruebas de inmunoensayos 

que se utilizan ampliamente en medicina e investigación biológica. Los tornillos 

en este sistema (marcados con círculos punteados) actúan como válvulas simples 

operadas manualmente le otorgan la característica de bajo costo, portátil y fácil 

de operar. El agua teñida de verde marca los canales31. 
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Otros procesos biológicos y bioquímicos dentro de las aplicaciones de la 

química, han producido mejoras significativas en rendimientos sintéticos y de 

selectividades32,7. Además, los dispositivos de microfluídica posibilitan nuevas 

reacciones o procesos mediante un control sin precedentes sobre la química de 

la superficie, el calor local y la transferencia de masa33,34,23,35. Un mayor grado 

de control puede ayudar a diseñar experimentos para aumentar el conocimiento 

sobre el proceso de muchas sustancias química36. 

Varios investigadores también han argumentado que los microrreactores podrían 

usarse en productos químicos industriales, plantas de producción o tratamiento 

de residuos si los requisitos de procesamiento volumétrico son bajos37,7,34. La 

capacidad de configurar la producción cuando y donde sea necesario podría 

disminuir la necesidad de almacenamiento y transporte de productos químicos 

peligrosos o de productos de corta duración. Además, los microrreactores tienen 

el potencial de aumentar la seguridad de procesos peligrosos. Por ejemplo la 

fluoración de compuestos aromáticos se puede lograr con una prevención de la 

fuga térmica23. En caso de falla del microrreactor, las consecuencias serán 

relativamente menores debido a la pequeña masa de material presente en el 

reactor en un momento dado. 

 

Aparte de los ensayos y reacciones, la microfluídica ha jugado un papel 

interesante en muchas otras áreas. Los ejemplos incluyen fotomáscaras en escala 

de grises que consta de canales llenos de diferentes concentraciones de 

colorante38, cámaras elastoméricas presurizadas39, circuitos fluídicos para 

implementar en computación del ADN y microcanales para enfriar circuitos 

microelectrónicos40. 
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1.5.  Conceptos Fundamentales y Física de la microfluídica 

en estudios celulares. 

1.5.1 Introducción.   

El manipular pequeñas cantidades de fluidos (gases y/o líquidos) para efectuar 

reacciones, hacer análisis, o investigaciones fundamentales, energía, medio 

ambiente, la medicina, la biología, la física y la química son de gran interés en el 

campo científico y aplicaciones industriales. Si se fabrican a bajo precio, los 

dispositivos podrían ser desechables, eliminando la contaminación cruzada entre 

pruebas41,42,43,1,44,45,46,47,48,49. La microfluídica es la ciencia y tecnología que 

puede manipular pequeñas cantidades de fluidos (10−6 a 10−15 L.), donde las 

estructuras o canales tienen dimensiones en escala micrométrica44,45,50,51. La 

microfluídica se han convertido rápidamente en una herramienta importante en 

varios campos de investigación básica46-49,52,53,54,55. Varios materiales e 

instrumentos como: tubos, nebulizadores y aspersores hoy en día están basados 

en sistemas de microfluídica especialmente en síntesis química46-48,54,55. Una 

razón de su rápido desarrollo es por la predicción de los flujos en una escala 

micrométrica permitiendo un control exquisito de las interfaces en los 

microcanales. Hoy en día la microfluídica se ha utilizado en muchos campos 

científicos e industriales como una herramienta para el desarrollo de diversos 

temas relacionados con la química, materiales, biología o física. 

 

En esta sección se enfoca en los fundamentos físicos sobre los que esta disciplina 

ha formados sus pilares y como estos fundamentos tienen efectos directos sobre 

las células. Las características espaciales de la microfluídica se centran entre la 

macroescala y nanoescala, lo que le confiere una dualidad en el comportamiento 

del fluido. Sin embargo, la microescala es mucho más grande que la trayectoria 

libre media (𝜆) 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 ecuación de la continuidad52. Generalmente, la mayoría de los 

mecanismos básicos que gobiernan a los fluidos, también se puede utilizar para 

la microfluídica 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 dinámica 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 microfluídica, 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 número de Reynolds bajo el flujo laminar se vuelve 

dominante. Por lo tanto, el tipo de transporte de masa dominante cambia de 

convección a difusión. Además, la movilidad electroforética es independiente de 

la escala, está relacionada con los campos eléctricos que conduce a 

características de flujo únicas en microfluídica53,56,57. El transporte por difusión, 

efectos capilares, así como los relacionados con la viscosidad, tensión superficial 

y efectos de superficie e interfaz, resultan ser dominantes en sistemas 

microfluídicos53-56. A continuación, se describirá el mecanismo de fluido básico 

de la ley del medio continuo y algunas características mesoscópicas únicas en 

los microcanales. Luego, brevemente la fabricación de los dispositivos 

microfluídicos será descrita y analizada.  

 

1.5.2 Viscosidad en los fluidos y en las células. 

A diferencia del estado sólido donde las moléculas suelen vibrar en el estado fijo, 

las moléculas en los líquidos son libres de moverse y solo están limitadas por la 

cohesión, fuerzas que dan lugar a efectos viscosos, que se ven afectados en su 

mayor parte por la temperatura y ligeramente por presión. Por lo tanto, al igual 

que los sólidos, los líquidos generalmente se tratan como no compresivos.  

 

Entonces, la viscosidad (𝜇) es muy importante para las moléculas en estado 

líquido, particularmente en el análisis de transporte de masa y calor en las 

interfaces de líquido-líquido y gas-líquido58. Por otro lado, la viscosidad celular 

se ve afectada por una multitud de parámetros y cada célula tiene una viscosidad 

específica y, por lo tanto, deformabilidad. Por ejemplo, la deformabilidad de las 

células sanguíneas disminuye cuando se infectan con Plasmodium falciparum. 

Por el contrario, las células cancerosas tienden a ser más deformables que las 

células sanas de su entorno59. 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 biológicos.  

 

Tradicionalmente, los estudios de deformación celular se realizan con una sonda 

de un microscopio de fuerza atómica (AFM) que está en contacto directo con la 

célula60. Sin embargo, implican un contacto directo con la célula que puede dañar 

o alterar su estructura. Para evitar el contacto directo con las células y prevenir 

daños no deseados y/o alteraciones de la estructura celular, se han realizado 

varios estudios utilizando hidrodinámica manipulación en sistemas 

microfluídicos61,62,63,64,65,66,67,68,69 por ejemplo; estudiando la deformabilidad de 

poblaciones de leucocitos sanos y malignos se logró predecir el estado de 

enfermedad en pacientes con cáncer con activación inmunitaria obteniendo una 

sensibilidad de 91% y una especificidad del 86%12 . 

Por lo tanto, para las células la viscosidad esta muy ligada con la deformabilidad 

celular, mientras que la viscosidad (𝜇) o la viscosidad dinámica de un fluido es 

una medida de su resistencia a la deformación gradual por el esfuerzo cortante o 

el esfuerzo de tracción. Si se visualiza más detenidamente un fluido como se 

observa en la figura 2.3 se puede apreciar que el mismo se encuentra contenido 

entre dos placas con límites paralelos, donde una placa es estacionaria y la otra 

placa está en movimiento, con una velocidad horizontal constante u. Donde la 

magnitud de la fuerza F es proporcional a la rapidez u y al área A de cada placa 

es inversamente proporcional a su separación y: 

 

Ecuación.1.1      𝐹 =  𝜇𝐴
𝑢

𝑦
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Figura.1.3. Flujo laminar de cizalla entre dos placas. La fricción entre el fluido y 

los límites en movimiento ocasiona que el fluido cizalla debido a la tensión (𝜏) 

causado por la velocidad de gradiente (𝜕u ∕ 𝜕y) en una velocidad de flujo relativo 

(u). La fuerza requerida para esta acción es una medida del valor numérico de la 

viscosidad del fluido 58. 

 

El factor de proporcionalidad 𝜇 en esta fórmula es la viscosidad 

(específicamente, la viscosidad dinámica) del fluido58. Además, la velocidad del 

fluido cambiará 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 deformación en fluidos Newtonianos que es una 

constante de proporcionalidad. La cual se la denomina convencionalmente como 

viscosidad del fluido μ Ecuación 1.1 (que es única e independiente para cada 

fluido). Por otro lado, muchos de los fluidos biológicos pertenecen a una 

clasificación conocida como fluidos no-Newtonianos como por ejemplo; la 

sangre70, donde la relación entre el esfuerzo cortante y la velocidad de 

deformación no es lineal y además 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 partículas en un flujo71. La relación u/y se conocida como tasa 

de deformación o velocidad de cizalla y es la derivada de la velocidad del fluido 

en la dirección perpendicular a las placas. Isaac Newton expresó las fuerzas 

viscosas mediante la ecuación diferencial:  
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Ecuación.1.2    𝜏 = 𝜇
𝑑𝑢

𝑑𝑥
   

 

donde 𝜏 = F/A y 𝜕u ∕ 𝜕y es la velocidad de corte local. Esta fórmula asume que 

el flujo se mueve a lo largo de dos líneas paralelas al eje y, el cual es 

perpendicular al flujo. Esta ecuación se puede utilizar cuando la velocidad no 

varía linealmente mientras el fluido pase a través de la tubería. En un flujo 

paralelo en general (como podría ocurrir en una tubería recta), el esfuerzo 

cortante es proporcional al gradiente de la velocidad, como en una  sección 

transversal de un canal de microfluídica58. El perfil de velocidad a través de la 

sección transversal de un canal de microfluídica se puede determinar a partir de 

la solución de las ecuaciones de movimiento de fluidos, Navier-Stokes y las 

ecuaciones de conservación de masa (o continuidad)72. Sin embargo, para una 

sección circular transversal canal de diámetro d, el perfil de velocidad está dado 

por la siguiente relación (r, θ, z): 

 

Ecuación.1.3    𝜇𝑧(𝑟) =
8𝑄

𝜋𝑑2 (1 − (
2𝑟

𝑑
)

2
)  

 

donde Q es el caudal volumétrico y r es la distancia radial desde la línea central 

del canal. La ecuación 2.3 describe una función parabólica en la dirección radial 

y, por lo tanto, el perfil de velocidad dentro de un canal o tubería circular se 

denomina "parabólico", con una velocidad máxima que ocurre en la línea central 

del canal. Sin embargo, la distribución de velocidad en un canal cuadrado o 

rectangular es más complejo, la ecuación de la velocidad y su distribución en un 

canal rectangular se proporciona en la sección S1 para el lector interesado. Este 

perfil de velocidad particular (en un canal rectangular) es el producto de las 

interacciones de la capa límite entre las paredes laterales y las paredes superior 

e inferior y la diferencia en sus dimensiones. Al introducir simetría 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 relación entre el esfuerzo cortante o 

corte de cizalla y la velocidad de deformación no es lineal. Por lo tanto, el 
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esfuerzo cortante en las paredes de los microcanales resulta ser crítico para las 

células. Las fuerzas de corte pueden alterar el comportamiento o incluso dañar 

la estructura del citoesqueleto de la célula si ésta fuerza es excesivamente grande. 

Para obtener la distribución del esfuerzo cortante en la pared del canal, el 

gradiente de velocidad (es decir, la tasa de deformación) en la pared debe ser 

determinado utilizando la ecuación 2.3 para un canal circular, con respecto a r, 

lo que produce: 

 

Ecuación.1.4.                              𝜏𝑝𝑎𝑟𝑒𝑑 = 𝜇𝛾𝑝𝑎𝑟𝑒𝑑 = −𝜇
𝑑𝑢𝑧

𝑑𝑟
⌋

𝑟=
𝑑

2

=
32𝜇𝑄

𝜋𝑑3  

 

En la ecuación 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 diámetro del canal 

son una función del caudal. El mayor flujo en el canal ocurre cuando el diámetro 

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 varía a lo largo de las 

paredes superior, inferior y laterales del canal. 

1.5.3 Difusión y partículas. 

La mezcla en fluidos no solo depende de la viscosidad de los fluidos sino también 

del coeficiente de difusión de masa o la difusividad de masa (D)58. El 

movimiento browniano es el movimiento aleatorio de partículas en suspensión 

sumergidas en un fluido (líquido o gas), que es el resultado de su frecuente 

colisión con los átomos o moléculas en el gas o líquido. Según la teoría de 

Einstein-Smoluchowski, la distancia cuadrática media a la que se difunde una 

partícula en el tiempo t se expresa como58,73:  

 

Ecuación.1.5     < 𝑟2 >= 6𝐷𝑡 

 

donde D es el coeficiente de difusión. Según la relación de Stokes-Einstein, el 

coeficiente de difusión se expresa como: 
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Ecuación.1.6    𝐷 =  
𝑘𝑇

3𝜋𝜇𝑎
 

 

Donde k es la constante de Boltzmann, que es aproximadamente 1.3806488× 10-

23 J/K. T es la temperatura absoluta73. De la ecuación anterior, podemos ver que 

cuanto mayor es la temperatura T, mayor es el coeficiente de difusión D. Por el 

contrario, cuanto mayor es el tamaño de partícula o mayor es su viscosidad media 

μ, menor es el coeficiente de difusión. Un sistema de microfluidos típico 

normalmente opera a una temperatura ambiente de 25 ºC. El coeficiente de 

difusión D para una partícula de 1 μm en agua es teóricamente aproximadamente 

4×10-13 m/s. Cuando el sistema partículas-fluido no es estático, sino que se 

mueve a lo largo del microcanal, el número de Péclet se puede emplear para 

evaluar la importancia relativa de la convección a la difusión74. 

 

Ecuación.2.7    𝑃𝑒 =
𝐿𝑈

𝐷
 

 

donde L es la dimensión característica del canal y U es la velocidad característica 

del fluido. Un número de Péclet grande indica que la convección domina el 

transporte de partículas en el flujo, mientras que un número de Péclet pequeño 

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

 

En la microfluídica inercial, la velocidad lineal característica del fluido está en 

la escala de ~ m/s, y las dimensiones características de los microcanales está en 

el orden de ~100 μm. El número de Péclet para partículas de 1 μm en 

microfluidos inerciales es ~2.5 × 108, lo que indica que la convección domina el 

transporte de partículas en lugar de la difusión. Por lo tanto, la difusión 

normalmente se ignorará en el análisis del movimiento de partículas a 

microescala en microfluidos inerciales. 

 

La difusión de la señalización moléculas se ha estudiado ampliamente en la 

perfusión de sistemas microfluídicos75. Por ejemplo; utilizando un dispositivo de 

microfluídica junto con modelos numéricos para movimiento browniano. 

Determinaron el impacto local endógenamente de ligandos secretados para la 

activación de la glucoproteína 130 (gp130) y su activación del transductor de 
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señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) en células madre embrionarias 

de ratón (mESC). Lograron demostrar tanto experimental como numéricamente 

que los niveles de activación de STAT3 disminuyen al aumentar el caudal (es 

decir, con el número de Péclet), lo que resulta en una mayor diferenciación de 

mESC75. 

1.5.4 Efectos Hidrodinámicos en los microcanales. 

El flujo de un fluido se caracteriza comúnmente por números adimensionales, 

como el número de Reynolds Re, que es la relación entre las fuerzas inerciales y 

las fuerzas viscosas: 

 

Ecuación.1.8    𝑅𝑒 =
𝜌𝑈𝑑𝐻

𝜇
,   𝑑𝐻 =

4𝐴

𝑃
 

 

 

donde ρ es la densidad del fluido, U es la velocidad característica del flujo, dH 

es el diámetro hidráulico del canal, μ es la viscosidad dinámica del fluido, A y P 

son el área de la sección transversal y el perímetro del canal, respectivamente. El 

flujo de un fluido en los canales de microfluídica está descrito por el 

desplazamiento en canales con pequeñas dimensiones (dH), velocidades (U) y, 

por lo tanto, en la mayoría de los casos, se caracteriza por un número bajo de 

Reynolds, donde el flujo es laminar y los elementos de fluidos se mueven en 

líneas paralelas ordenadas. Números 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 

fricción, por ejemplo, cerca de la pared de un canal71. 

 

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. Formándose capas, adyacentes a la pared que fluye lento, en 

comparación con el flujo de campo lejano (fluido que fluye a una distancia muy 



Tesis doctoral Gustavo Iván Rosero Yánez. Capítulo 1 

 

UTN, Carrera Doctorado en Ingeniería, mención Materiales 16 

alejada de la pared). Entre estas dos capas (capa límite) crece según la relación 

obtenida de la solución de Blasius para una capa límite laminar76,77: 

 

Ecuación.1.9    𝛿 =
5𝑥

√𝑅𝑒𝑥
  

 

donde δ es el espesor de la capa límite y x es la distancia desde el borde de la 

pared72. Más allá de la longitud de la entrada (Le), las distribuciones de 

velocidades a través de la sección transversal del canal no evolucionan durante 

más tiempo, pero se mantienen estables a lo largo del canal. La longitud de 

entrada para un canal con una sección transversal arbitraria y de diámetro 

hidráulico, dh, y el número de flujo de Re esta dado por76: 

 

Ecuación.1.10    
𝐿𝑒

𝑑ℎ
≈ 0.05𝑅𝑒 

 

De la ecuación 2.10, es notable que para un número de Reynolds bajo (Re ∼ 1), 

la longitud de entrada es sólo una fracción del diámetro hidráulico y por lo tanto 

es insignificante en la mayoría de las aplicaciones de microfluídica. 

 

La concentración de analitos dentro del flujo entrante también se ve afectada por 

la distribución del momentum (velocidad). Como el analito es consumido o 

producido por las células adheridas a la pared, será transportado a través de la 

sección transversal del canal por una combinación de difusión de masa y 

convección, lo que resulta en una capa límite de transferencia de masa.  La capa 

límite de transferencia de masa el espesor (δc) está relacionado con la capa límite 

de momento (δ) de acuerdo con78:  

 

Ecuación.1.11    
𝛿𝑐

𝛿
= 𝑆𝑐−

1

3, 𝑆𝑐 =
𝑣

𝐷
 

 

 

donde Sc es el número de Schmidt (que define la relación entre la difusión del 

momento en el fluido y la difusión del analito dentro del fluido), D es el 

coeficiente de difusión del analito y v la viscosidad cinemática. El momentum 

de la capa límite es a menudo más gruesa que la capa límite de transferencia masa 
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porque el coeficiente de la difusión del momentm (también conocido como 

viscosidad cinemática) es a menudo varios órdenes de magnitud mayor que la 

difusión del coeficiente del analito78. 

 

Similar a la caracterización de flujo y del transporte, a través del número de 

Reynolds, el transporte de masa en canales y capilares se caracteriza por ser 

adimensional Número de Péclet. El número de Péclet es la relación 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 número 

de Péclet y entonces está asociado al transporte convectivo. Además una 

característica importante del trasporte de masa  del flujo de un fluido en entornos 

microfluídicos es la dispersión de Taylor, que describe una mejor propagación 

axial de los analitos debido que estudia la distribución  de velocidades en la pared 

del canal a lo largo de la sección transversal. Donde el coeficiente de difusión 

"efectivo" (De) se puede determinar a partir de la siguiente relación79: 

 

Ecuación.1.12    𝐷𝑒 = 𝐷 (1 +
1

192
𝑃𝑒2)  

 

 

Donde la ecuación 2.12 sugiere que, a números bajos de Pe, el coeficiente de 

difusión es igual al coeficiente molecular de difusión y a medida que aumenta la 

velocidad del flujo mejora la difusión efectiva80,81.    

1.5.6 Ley de Pascal. 

La presión ejercida en fluido incompresible, estático en cualquier lugar cerrado 

se transmite por igual en todas las direcciones a través del fluido (Ley de Pascal). 

La presión ejercida por un fluido estático se denomina presión de fluido estático, 

que surge del peso de ese fluido y por lo tanto depende solo de la profundidad 

del fluido h, su densidad 𝜌, y la aceleración de la gravedad g: 

 

Ecuación.1.13   𝑃𝑓𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 𝑒𝑠𝑡á𝑡𝑖𝑐𝑜 = 𝜌𝑔ℎ 
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Se puede interpretar de la ley de Pascal, que cualquier cambio en la presión 

aplicada en cualquier punto del fluido se transmite de forma igual a través del 

fluido58. 

1.5.7 Conservación de energía (ecuación de Bernoulli) 

La ecuación puede ser derivada del principio de la conservación de la energía 

donde, la suma de todas las formas de energía mecánica permanecen constantes 

a lo largo de la línea de flujo. El fluido posee energía cinética por su movimiento, 

y también tiene energía potencial. Además, si se realiza un trabajo sobre el fluido 

debido a la presión estática. Si no hay pérdidas por fricción, se aplica la ley de 

conservación de energía y la ecuación de Bernoulli es la siguiente: 

 

Ecuación.1.14   𝑃 + 𝜌𝑔ℎ +
1

2
𝜌𝑢2 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 

 

Donde P  es la presión hidrostática, h es la altura sobre el nivel de referencia, u 

es la velocidad, 𝜌 es la densidad y g es la aceleración de la gravedad en cualquier 

elemento de volumen en la línea de flujo del fluido. El término 𝜌gh se conoce 

con el nombre de presión hidráulica y la expresión ½ 𝜌u2 se denomina presión 

dinámica58. 

 

 

1.5.8 Efecto de las fuerzas hidrodinámicas sobre la cinética 

de unión de receptor-ligando. 

La adhesión celular a menudo está mediada por un pequeño número de enlaces 

receptor-ligando, a veces incluso por un solo enlace. Como resultado de estos 

pequeños números de enlaces, los eventos de unión celular se vuelven 

estocásticos. La presencia de fuerzas externas (como fuerzas hidrodinámicas) 

durante la reacción de unión complica aún más la unión (en términos de 

estocasticidad). Esta naturaleza probabilística multifacética de la unión receptor-

ligando ha estimulado las maneras de dilucidar estos efectos estocásticos a través 

de modelos matemáticos y de la experimentación82. Bells83 ugirió una relación 
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entre la tasa de disociación de la unión  y la reacción de la fuerza de desalojo 

como se muestra a continiación: 

 

Ecuación.1.15    𝐾𝑑(𝑓) = 𝐾𝑑
𝑜𝑒𝑥𝑝[(𝑎𝑓/𝐾𝑏𝑇)𝑏] 

 

donde 𝐾𝑏
0es la tasa de disociación en ausencia de una fuerza externa, a define el 

estado de enlace, f es la fuerza de desalojo, y 𝐾𝑏 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 numéricas han implementado el modelo en sus soluciones84. Por 

ejemplo, utilizando una bicapa lipídica en un canal confinado, utilizando un 

fluido que contenía neutrófilos85. La bicapa estaba formada por lípidos y 

enlazados con P-selectina (a una densidad de 1 a 15 por μm2). Lograron validar 

las tasas de disociación a varias fuerzas de tracción para comprender mejor la 

biofísica del rodamiento celular e investigar el desprendimiento de neutrófilos 

en flujo cortante (3,5 s−1) y sin esfuerzo de tracción (1 s−1) para definir 

parámetros cinéticos. Sus datos experimentales coincidieron con la ecuación 

propuesto por el modelo de Bell, y pudieron calcular la distancia del enlace de 

0,05 nm. 

1.6.  Fabricación de dispositivos de microfluidíca  

Hoy en día, la microfluídica y las microtecnologías han surgido como poderosas 

herramientas para recrear los microambientes para el desarrollo y análisis 

celular. Hay diferentes técnicas de fabricación para generar los dispositivos de 

microfluídica, y cada técnica ofrece diferentes ventajas y desventajas. 

Históricamente, la técnica más utilizada para fabricar microdispositivos en 

aplicaciones celulares ha sido la litografía86. Dado que esta técnica se ha utilizado 

para fabricar los microdispositivos utilizados en esta tesis, la técnica será 

explicada brevemente. Una fotoresina se expone a una longitud de onda 

específica (por ejemplo, luz ultravioleta) siguiendo un patrón espacial definido 

por una máscara. 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 utilización de 

fotoresinas, demanda la utilización de salas limpias, impidiendo la accesibilidad 

a está tecnología. Por otro lado, En el capitulo 2 se detalla el protocolo utilizado 

de un fotopolímero que es utilizado ampliamente en esta tesis. Tradicionalmente, 

la estructura de la fotorresina se utiliza como plantilla o moldes para fabricar los 

microdispositivos, basados en PDMS. El PDMS se vierte sobre la fotorresina y 

después de la polimerización 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 capítulo 2).  El PDMS exhibe varias ventajas para las 

aplicaciones de cultivo celular: 1) es biocompatible; 2) alta permeabilidad 

permite el intercambio de gas oxígeno/CO2 en incubadoras; 3) su 

comportamiento elástico permite deformaciones mecánicas; y 4) su costo 

relativamente bajo permite la producción de microdispositivos87.  
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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: 

 

𝑈𝑥(𝑌, 𝑍) =
48𝑄

𝜋3ℎ𝑤

∑ = 1,3, … … .
1

𝑛3 [1 −
𝑐𝑜𝑠ℎ (𝑛𝜋

𝑦
𝑛)

𝑐𝑜𝑠ℎ (𝑛𝜋
𝑤
2ℎ

)
] sin (𝑛𝜋

𝑧
ℎ

)∞
𝑛

1 − ∑ = 1,3, … .
192ℎ

𝑛5𝜋5𝑤
tanh (𝑛𝜋

𝑤
2ℎ

)∞
𝑛

 

 

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

Molde de resina epóxica y dispositivos 

de microfluídica de PDMS mediante 

una placa de un fotopolímero de 

impresión flexográfica. 
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2.2.  Resumen. 

La placa de impresión de fotopolímero flexográfico es un material fotopolimérico 

nuevo utilizado para la fabricación de microdispositivos. Este trabajo demuestra 

que el molde maestro de fotopolímero flexográfico puede ser utilizado para la 

fabricación de microdispositivos de PDMS a través de un proceso de manufactura 

multipasos. Esta metodología abarca tres pasos principales de fabricación: (1) se 

genera un molde de placa de impresión de fotopolímero flexográfico (Fmold) 

mediante exposición a luz UV a través de una filmina transparente, (2) las 

estructuras del molde de fotopolímero se transfieren al molde de resina epóxica y 

(3) se fabrica el microdispositivo a partir del molde de resina epóxica. La 

caracterización de los microdispositivos de PDMS fabricados fue realizada 

mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) y perfilometría. Los resultados 

mostraron alta precisión en la replicación de los perfiles. La metodología descrita 

en este trabajo provee una estrategia fácil, robusta y de bajo costo que facilita el 

escalamiento de los dispositivos de microfluídica sin requerir equipo sofisticado. 

2.3.  Introducción. 

La técnica de flexografía es un proceso de impresión muy extendido que se ha 

utilizado en varios sustratos como paquetes de alimentos, periódicos, insertos, 

papel de regalo, papel tapiz, catálogos, entre otros 1,2. En los últimos años, esta 

técnica se ha empleado para producir varias estructuras en relieve para sistemas de 

fluidos en papel3, dispositivos electrónicos como electrodos4, condensadores5, 

sensores6 y transistores7. Los procesos involucrados son; el uso de impresión 

gráfica convencional, tintas funcionales, sustratos como vidrio, papel, película 

PET, placa de impresión flexográfica de fotopolímero entre otros3,8. Como 

resultado, una variedad de patrones con escala micrométrica se puede obtener con 

una resolución y espesor uniforme. Las mejoras logradas con esta técnica han 

llevado a un alto rendimiento y a un diseño de dispositivos complejos con una 

amplia variedad de aplicaciones en diferentes campos1,9. La metodología de uso de 

la tecnología flexográfica para la fabricación de los dispositivos de microfluídica 

la metodología se ha desarrollado y caracterizado recientemente previamente por 

los autores10. Tiene muchas ventajas sobre métodos no tradicionales como la 
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ablación con láser de CO2
11, estampado en caliente12, sello de acero inoxidable13, 

tóner 14, moldeado líquido15,16, bloques de construcción17, ablación láser18, 

hinchamiento láser19, semicontacto escritura20, impresión 3D21,22 y molde de 

cera23. Las principales ventajas de los moldes flexográficos son: (i) fabricación de 

moldes en poco tiempo, (ii) el fenómeno de laminación debido a las estructuras del 

molde de fotopolímero forma un solo elemento que está ausente, (iii) bajo costo, 

(iv) moldes múltiples con una variedad de dimensiones (altura, ancho, largo) 

podrían fabricarse, (v) replicación de alto rendimiento, (vi) ancho mínimo del canal 

de 10 μm y (vii) baja rugosidad superficial de las estructuras10. En los trabajos 

anteriores, a pesar de todas las ventajas mencionadas del Pliegues, su vida útil se 

limitaba al desprendimiento de la capa de SiO2 causado por el proceso de 

replicación. Adicionalmente, para la fabricación es necesario un equipo de 

deposición de vapor químico (CVD) para los moldes. En este trabajo, una 

metodología alternativa para fabricar microdispositivos PDMS fue desarrollado, 

combinando la técnica Fmold con el método ERmold. La nueva metodología 

ofrece moldes duraderos que no requieren la deposición de SiO2 como la 

metodología informada anteriormente y, por tanto, su durabilidad es mucho mayor. 

Además, la fabricación 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 microscopía electrónica de barrido (SEM) y 

técnicas de perfilometría.  

2.4.  Materiales y métodos. 

2.4.1 Fabricación de dispositivos de microfluídica PDMS. 

El proceso de fabricación de los dispositivos de microfluídica de PDMS consta de 

tres pasos principales: (1) fabricación del molde maestro flexográfico de 

fotopolímero (Fmold), (2) fabricación de un molde macho de resina epóxica 

reutilizable (ERmold) utilizando el Fmold mediante copia de la réplica y (3) 

transferencia del ERmold en PDMS. Este proceso se resume esquemáticamente en 

figura 2.1. El Molde maestro flexográfico de fotopolímero (Fmold): El 

fotopolímero Flexcel NX y la capa térmica de imagen (TIL) utilizadas en la 

fabricación de los moldes fueron suministrados por Eastman Kodak24. Los pasos 
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de fabricación del Fmold se han descrito en un trabajo anterior10. Brevemente, la 

red de microcanales se diseñó con un paquete informático editor de diseño25 este 

diseño fue transferido al TIL con una fuente de láser infrarrojo de 2400 ppi. 

 

 

Figura. 2.1. Fabricación del microdispositivo de PDMS. (a) Molde maestro del 

fotopolimérico flexográfico (Fmold). (b, c) La resina epóxica se cuela sobre el 

molde F y se cura a 25 °C. (d, e) 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 cura a 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 exposición al plasma.  

 

En el siguiente paso, se expuso la placa de fotopolímero 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 eliminó el TIL. Se utilizaron diferentes períodos de exposición a los rayos UVA 

en el reverso para controlar la altura de los microcanales. Posteriormente, la placa 

de fotopolímero se lavó con disolvente PROSOL N-1 (suministrado por Eastman 
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Kodak) a 360 mm.min-1 y se secó en estufa durante 30 min a 50 ° C. Finalmente, 

la placa de fotopolímero 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 colocó en una estufa a100 °C por 12 h y luego se trató en 

una cámara de vacío por 1h. a 25 °C, seguido de un proceso de limpieza en solución 

de etanol al 70% en baño ultrasónico por 7 min, secado a 40 °C por 10 min y con 

nitrógeno. El molde de resina epóxica (ERmold): disponible comercialmente y un 

agente de curado (Cristal-Tack, Novarchem - Argentina) se mezclaron con 

agitación manual durante 3 minutos en una proporción 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 vertió sobre el molde Fmold y se curó a 

temperatura ambiente durante 72 h. Después del curado, el molde de resina epóxica 

se despegó del molde Fmold para formar el molde macho (Figura. 2.1d), este 

molde se conoce como ERmold.  

Microdispositivo PDMS: Brevemente, el PDMS se mezcló con el agente de curado 

en una proporción en peso de 10:1 (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit), como fue 

descrito por Peñaherrera et al.26 Luego, la mezcla se colocó al vacío durante 30 

min para eliminar las burbujas de aire, se vertió en el Ermold y se curó en una 

estufa a 40 ° C durante la noche (Figura. 2.1f, 2.1 g). Después del curado, la réplica 

de PDMS se despegó del molde y se perforaron los orificios para las entradas y 

salidas de los canales de 1 mm de diámetro. (Integra Miltex®Ted Pella, Inc). 

Finalmente, la réplica se unió de forma irreversible a una oblea de vidrio después 

de la exposición a un generador de alta frecuencia (BD-10AS, Chicago) durante 

120 s. 

2.4.2 Caracterización. 

La caracterización morfológica de los Fmolds, ERmolds y las réplicas de PDMS 

se llevó a cabo utilizando un microscopio electrónico de barrido (TESCAN FEG 

SEM MIRA3). Para evitar daño 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 

informático MIRA TC versión 4.2.24.0. Las medidas de perfilometría fueron 

realizado con el perfilómetro Dektak XT de Bruker, y el análisis se llevó a cabo 

utilizando el paquete informático Vision 64. Se realizaron exploraciones lineales 
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con una punta de radio de 25 μm, a una velocidad de escaneo de 10 μms-1 y a una 

frecuencia de muestreo de 0,01 Hzmm-1. Antes de la caracterización, los moldes 

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

2.5.  Resultados y discusión. 

2.5.1 Replicación de características. 

La figura 2.2 muestra imágenes de SEM de PDMS réplicas con diferentes 

topologías, estructuras y dimensiones. Características: circular, curvas, 

serpenteante, cuadrado, diagonal y lineal y sin canales lineales, con dimensiones 

de ancho que van desde 80 μm hasta 2200 µm. La replicación exitosa de las 

topologías microfluídicas en Fmold y ERmold demuestran que la metodología 

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

flexográfica del fotopolímero.  

 

 

 

Figura. 2.2 Imágenes SEM de topologías de canales de microfluídica PDMS 

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

E: cuadrado, F: intersección lineal. (barra de escala: 100 μm). 

 

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

ancho medidos en el microcanal después de cada réplica. 

Sección 

Diseño por L-edit  

paquete 

informático 

Fmold 
ERmold-

1 

ERmold-

2 

ERmold-

3 

Altura/Profundidad (μm)a      

------- ------- 144 ± 1.6 141 ± 1.6 143 ± 2.2 143 ± 1.6 

Ancho(μm)b      

A 500 518 ± 2.5  505 ± 0.5  503 ± 3.4  507 ± 7.9 

B 400 411 ± 0.5  395 ± 2.1  395 ± 3.1  392 ± 1.1 

C 70  83 ± 0.5  75 ± 4.2  78 ± 2.4  79 ± 4.2 

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

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

 

2.5.2 Fidelidad de la replicación de Fmold/ERmold y 

durabilidad de Fmold. 

 

La fidelidad de replicación de Fmold al ERmold fue evaluada comparando las 

dimensiones características de los moldes. Para ello, un dispositivo microfluídico 

generador de gotas de emulsión única de enfoque de flujo fue diseñado. Se 

utilizaron medidas de perfilometría e imágenes de SEM para determinar las 

dimensiones de profundidad, altura y ancho. Además, la estabilidad y durabilidad 

del Fmold se evaluaron comparando tres réplicas de ERmold obtenidas del mismo 

Fmold. La figura 2.3 muestra las imágenes 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 unión en T (sección A), curva (sección B) e 

intersección lineal (sección 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 dimensión del 

ancho del ERmold fue obtenido por SEM, donde se aprecia una ligera contracción 

(<10%) en comparación con Fmold. Además, el análisis de perfilometría muestra 

que las dimensiones de las réplicas en la altura y profundidad tanto en el Fmold 
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como en ERmold están muy cerca (144 μm), se observa una pequeña contracción 

(<3%). Los resultados demostraron que Fmold es un molde reutilizable que 

permite obtener ERmolds con éxito. En cuanto a la comparación entre el ancho del 

canal del Fmold y el diseñado por el paquete informático L-edit, se observan 

algunas diferencias. El ancho del canal dibujado es de 500 μm, 400 μm y 70 μm 

en las secciones A, B y C, respectivamente. Sin embargo, los anchos de canal en 

estas secciones es 18, 11 y 13 μm más alto que el diseñado utilizando por el paquete 

informático. Esto puede deberse al proceso de obtención de imágenes de las 

microestructuras en el TIL, ya que el láser tiene un diámetro de 10,5 µm. En 

consecuencia, las medidas finales del ancho de canal obtenidas en el TIL son más 

grandes que los dibujados por el paquete informático. 

 

Figura. 2.3. Precisión en las características de Fmold a ERmold. (a) Imágenes SEM 

de secciones seleccionadas del Fmold fabricado (fila azul), ERmold-1 (fila verde), 

ERmold-2 (fila verde) y ERmold-3 (fila verde). Sección A: Unión en T, sección B: 



Tesis doctoral Gustavo Iván Rosero Yánez. Capítulo II 

 

UTN, Carrera Doctorado en Ingeniería, mención Materiales 

 

36 

curva, sección C: segmentos la intersección del canal lineal. (b) Enfoque en el 

diseño de dispositivo microfluídico donde se generan las gotas de doble emulsión. 

(Barra de escala: 200 μm). 

2.5.3 Fidelidad de replicación ERmold / PDMS y durabilidad 

ERmold. 

 

La Tabla 2.2 muestra las medidas de SEM y perfilometría de las dimensiones del 

canal para el Fmold y el ERmold, además se detallan la primera, quinta y décima 

réplicas de PDMS de un dispositivo microfluídico que genera gotas de doble 

emulsión. Se puede apreciar que las dimensiones del canal (ancho, alto, 

profundidad) varían en menos del 10%, lo que demuestra que el PDMS puede 

replicar con alta fidelidad. La figura 2.4 muestra las imágenes de SEM de las tres 

secciones de las réplicas de PDMS; primera, quinta y décima. La geometría del 

microcanal no cambió durante los múltiples pasos. A partir de estos resultados, se 

demostró que las características de transferencia del ERmold al PDMS son 

precisas. Adicionalmente, se determinó la estabilidad y durabilidad del ERmold. 

Los resultados evidencian que el ERmold puede emplearse en múltiples veces para 

obtener réplicas de PDMS. Por otro lado, la precisión es comparable a las 

tolerancias fotolitográficas típicas (10%)27, haciendo que la metodología propuesta 

sea candidato ideal para la fabricación de dispositivos microfluídicos con 

diferentes propósitos ya que los microcanales poseen dimensiones relevantes para 

una amplia gama de aplicaciones. Además, se demostró la reutilización y 

durabilidad del ERmold; la resina epóxica comercial seleccionada genera moldes 

maestros que se pueden utilizar para obtener réplicas de PDMS con un mínimo 

cambios en las dimensiones y de las características. 
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Tabla 2.2 

Replicación de ERmold/PDMS. Medida de la profundidad, ancho y alto del 

microcanal después del proceso de desmolde. 

Sección Diseño por L-edit   Fmold  ERmold   PDMS-1 PDMS-5  PDMS-10 

Altura/ 

Profundidad 

  (μm)a       

– – 227 ± 1.6 227 ± 2.3 246 ± 1.9 230 ± 2.6 229 ± 3.6 

Ancho(μm)b       

A 2100 2118 ± 4.6 2112 ± 6.0 2085 ± 2.3 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 perfilometría (n = 6). 

b Las medidas de ancho se determinaron mediante la técnica SEM (n = 3). 
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Figura. 2.4. Precisión en la copia de características de ERmold a réplica de PDMS. 

(a) Imágenes SEM de secciones seleccionadas de las réplicas de PDMS. (b) 

Enfoque en el sitio de emulsión del dispositivo de microfluídica generador de 

gotas. (Barra de escala: 1000 μm). 

2.6.  Conclusiones. 

 

Para una variedad de áreas de investigación, un aspecto crítico es seleccionar una 

metodología para construir moldes para fabricar microdispositivos PDMS. 

Demostramos que ERMold podría considerarse una buena opción para obtener 

réplicas de PDMS con distintas topologías. Sorprendentemente, el enfoque 

metodológico propuesto aquí permite fabricar moldes reutilizables con alta 

capacidad de replicación y que contienen estructuras que van desde micrones hasta 

milímetros. La funcionalidad y versatilidad de la metodología ha demostrado con 

éxito la fabricación de varias topologías. 
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3.1.  Resumen. 

Para poder realizar el sensado de células y continuar con los objetivos planteados, 

en el presente capítulo, se estudió el proceso de fabricación de una serie de 

microporos sobre obleas de silicio cristalino mediante la técnica del grabado 

húmedo. Se evaluó la incidencia de distintos factores como el voltaje, la 

temperatura y el agente de frenado sobre las características específicas de la 

formación. A partir de los datos obtenidos de la evolución de las corrientes fue 

posible estandarizar el proceso y determinar el momento de formación del poro, lo 

cual es esencial en cuanto a la disponibilidad de un método compatible con las 

exigencias de la industria. Finalmente, se concluyó que la fabricación de poros en 

forma controlada, las condiciones óptimas corresponden a una temperatura de 84 

˚C, HCl 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 biología en relación con la utilidad de los poros como dispositivos de sensado.  

3.2.   Introducción. 

Durante la última década las investigaciones en las áreas de la nanotecnología y la 

nanobiotecnología han motivado al desarrollo de dispositivos con tamaños en el 

orden de los nanómetros. Actualmente, uno de los grandes intereses se centra en la 

fabricación de microporos y nanoporos que permitan el sensado de células y 

moléculas como nucleótidos, enantiómeros, polímeros como PEG 

(polietilenglicol), RNA, DNA y polipéptidos. Esta línea de investigación 

representa perspectivas positivas en cuanto a la secuenciación de ADN de tercera 

generación y el diagnóstico médico1. Entre los métodos que reporta la literatura 

para la fabricación de poros se encuentran metodologías que hacen uso de la 

microscopía electrónica2-6, métodos de grabado químico7,8 y métodos 

electroquímicos9-13. La fabricación de nanoporos mediante técnicas de microscopía 

electrónica resulta ser muy útil y permite tener un control adecuado con relación al 

tamaño y localización del poro. No obstante, estas tecnologías son costosas y 

producen poros de alta fragilidad que presentan complicaciones al momento de 

adaptarlos a las exigencias masivas de la industria médica y biológica, así como a 

los sucesivos traslados y manipulaciones de los que deberán ser objeto. En cuanto 
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al método electroquímico, este consiste en la aplicación de un voltaje durante el 

proceso de grabado químico controlado, seguido de una neutralización mediada 

por un agente de frenado. Entre las ventajas de los poros obtenidos mediante la 

técnica se destacan: alta resistencia, geometría controlada, estabilidad, y control en 

los tamaños9-13. Además, la fabricación puede llevarse a cabo en un laboratorio sin 

instalaciones costosas. Para la fabricación de poros mediante el método 

electroquímico se usan generalmente sustratos de silicio cristalino. Dicho material 

se expone localmente a un agente como ácido fluorhídrico, hidróxido de sodio, 

hidróxido de potasio (KOH), hidróxido de tetra-metil amonio, entre otros, agentes 

que lo corroen químicamente. El grabado químico con KOH ha sido especialmente 

estudiado debido a su bajo costo, alta relación de ataque (100) / (111), su naturaleza 

no tóxica y su facilidad de manipulación en laboratorio7,14. Durante el proceso, los 

átomos de silicio son arrancados de la estructura cristalina al entrar en contacto con 

los hidróxidos presentes en el medio. De esta manera, cuando se expone al ataque 

químico una región acotada sobre la superficie del material, se genera un cambio 

de características anisótropas con relación a la reacción sobre cada plano cristalino. 

En particular, para el plano <111> se registran velocidades menores en 

comparación con el plano < 100 > 15. De este modo, el ataque químico del sustrato 

resulta en una pirámide de base cuadrada de unos 54.74° de inclinación16. Sobre la 

base de las características particulares del método electroquímico, este trabajo de 

tesis presentará la caracterización de la fabricación de microporos bajo diferentes 

condiciones de control. Los resultados del proceso se muestran teniendo en cuenta 

la incidencia de los siguientes parámetros en cuestiones específicas de la 

formación; a) potencial (0.1, 0.5 y 1V), b), agente de frenado (ácido clorhídrico, 

ácido fórmico) y c) temperatura (65 °C y 84 °C). A partir del estudio de cada uno 

de los parámetros mencionados es posible obtener las condiciones óptimas del 

proceso y al mismo tiempo extrapolar el procedimiento para la fabricación de 

nanoporos. Cabe resaltar que hasta el momento no se ha reportado la 

caracterización del proceso de formación de poros bajo las condiciones 

establecidas en este trabajo. 
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3.3.  Materiales y métodos. 

Para la fabricación de los poros se utilizaron obleas de silicio cristalino de 520 μm 

de espesor (Virginia Semiconductor In.) orientadas según el plano < 100 > de la 

estructura cristalográfica. Las obleas de silicio fueron recubiertas por una capa de 

200 nm de nitruro de silicio (Si3N4) mediante el método de deposición química por 

vapor asistida por plasma (PACVD) a 600 °C. Como primera etapa del proceso, se 

llevó a cabo la remoción localizada de Si3N4 por medio de ablación láser de 

ventanas cuadradas convenientemente localizadas sobre la superficie de la oblea. 

El recubrimiento de Si3N4, resistente al grabado húmedo, posibilita la localización 

precisa de la zona de ataque, y en consecuencia el control de la posición del poro 

resultante (Figura 3.1) 16. En la segunda etapa se lleva a cabo un proceso de grabado 

húmedo rápido con una solución acuosa de KOH (aq) 7M a 80°C sobre ambos 

lados de la oblea, que finaliza cuando la separación mínima entre los hemisferios 

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

 

 

 

Figura. 3.1. Ilustración esquemática de las etapas iniciales del proceso de 

formación de poros. 1.1) Oblea de silicio, 1.2) Oblea de silicio con deposición de 

nitruro de silicio, 1.3) Remoción localizada de nitruro de silicio y 1.4) grabado 

húmedo con KOH 7M. 

 

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

temperatura, que culmina con la apertura del poro y el mecanismo de frenado 



Tesis doctoral Gustavo Iván Rosero Yánez. Capítulo III 

 

UTN, Carrera Doctorado en Ingeniería, mención Materiales 46 

autocontrolado por la neutralización 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 solución de 

KOH 4 M y en el otro lado el agente de frenado (HCl 12 M y HCOOH 30 M según 

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 μV. El mismo se controla por medio de conexión 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 pirámides invertidas da lugar a la formación del poro y al frenado químico, 

que disminuye la velocidad del grabado húmedo. Cabe resaltar que previamente 

nuestro grupo había reportado el proceso de formación de nanoporos bajo 

condiciones de KOH 4M, sin aplicar voltaje al procedimiento7. Finalmente, para 

concluir con el proceso, la oblea es sometida a un lavado con solución piraña 

(mezcla de H2SO4 y H2O2 en proporción 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 codificación 

presentada en la tabla 3.1. 

 

Tabla 3.1 Codificación de las obleas y condiciones de fabricación de poros. 

CODIFICACIÓN TEMPERATURA (°C) AGENTE DE 

FRENADO 

VOLTAJE 

APLICADO (V) 

C-84-1 84±1 HCl 1 

C-84-0.5 84±1 HCl 0,5 

C-84-0.1 84±1 HCl 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 HCl 1 

C-65-0.5 65±1 HCl 0,5 

C-65-0.1 65±1 HCl 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. Ilustración esquemática: segunda etapa de grabado químico. a) Celda 

con dos compartimientos para solución de grabado KOH 4M y solución de frenado 

(HCL 12 M y HCOOH 30M), b) Conexión de electrodos de platino conectados con 

un dispositivo Keithley 2612b. 

 

3.4.  Resultados. 

Se estudió la influencia de factores como la temperatura, el voltaje y el agente de 

frenado durante el grabado húmedo, a fin de caracterizar el proceso de formación 

de poros. Al respecto, Seidel et al. 17, y Chen et al. 8, reportaron que el aumento de 

la temperatura incrementa la velocidad del ataque químico. Por otra parte, Harrel 

et al. 18, mostraron que el incremento del voltaje aplicado al proceso 

electroquímico genera un aumento del tamaño de poro. Recientemente, Apel et 

al.12, reportaron que las características químicas del agente de frenado afectan la 

geometría del poro. En cuanto a los perfiles de corriente y tiempo, Park et al.19, 

reportaron que antes de la formación 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 relación con el 

agente de frenado, se han realizado experimentos con HCl 12 M y HCOOH 30 M. 
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3.4.1 Caracterización del proceso de fabricación de poros: 

HCl, KOH 4M, 84 °C 

La figura 3.3 muestra los resultados de la evolución de las corrientes registradas 

durante el grabado húmedo obtenido bajo las siguientes condiciones: 84 °C, 1V y 

HCl 12 M como agente de frenado (C-84-1, según la tabla 3.1). Como es evidente, 

en la gráfica se pueden reconocer, posterior a la estabilización inicial, tres etapas 

compatibles con los fenómenos de movimiento iónico predominantes durante el 

ataque químico; la apertura y la neutralización. En una primera instancia, previa a 

las 2 h de medición, se observa un ascenso sostenido y relativamente ordenado de 

la corriente eléctrica, compatible con la etapa de ataque químico esperada antes de 

apertura del poro. Durante este lapso, el comportamiento de la corriente se 

relaciona con la generación de electrones debidos a la reacción química entre el 

silicio y el KOH 15,18. Alrededor de 1,76 horas después del inicio del proceso se 

observa un cambio en el comportamiento del gráfico: un nuevo ascenso, más 

desordenado y con menor rapidez. Al momento en que ocurre este primer cambio 

se le ha denominado T1. 

 

Se encontró que el momento en que finaliza esta primera etapa, T1, donde se 

encuentran las etapas 1 y 2, es comparable el tiempo teórico correspondiente a la 

apertura del poro, según la ecuación 3.1 (tabla 3.2).  

 

Ecuación 3.1 

𝑇1 = 𝑇𝑅 =  
(𝐷0 − 𝐷1)

𝑉
 

 

Donde 𝐷0 = 520 𝜇m es el espesor de oblea, 𝐷1 es la profundidad alcanzada 

durante el primer grabado y 𝑉 = 1,40 𝜇𝑚/𝑚𝑖𝑛  es la velocidad de grabado 

químico a 84 °C con KOH 4M 17. 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. Evolución de la corriente para la condición C-84-1I. T1, T2 y T3 

corresponden con los tiempos característicos del proceso. 

 

La figura 3.4 muestra de forma más detallada las etapas del proceso. Previo a las 2 

horas de medición, se observa un ascenso sostenido y relativamente ordenado de 

la corriente eléctrica que corresponde con el ataque químico (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 3.4b y 3.4c 

(este último gráfico corresponde a una linealización de la dependencia). Para 

finalizar, una vez que la neutralización y el frenado del grabado húmedo 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 neutralización y 

frenado del grabado húmedo al momento que, para el experimento C-84-1, 

comienza a las 4,74 horas del proceso y para el cual el ácido clorhídrico 12 M y el 

KOH 4 M han estado en contacto durante aproximadamente 3 horas. Debido a este 

fenómeno, dichos compuestos reaccionan dando lugar a sales de KCl. 

Adicionalmente, la concentración de KOH disminuye y por tanto el ataque a la 

superficie del silicio es mucho menor en comparación con las condiciones iniciales 

del experimento. 
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Figura. 3.4. Descripción de las etapas del proceso de fabricación de poros. a) 

Comportamiento inicial correspondiente al ataque químico, b) Dependencia 

exponencial luego de apertura de poro, c) Trasformación exponencial del grafico 

4b, d) Etapa de neutralización. 

 

A partir de las anteriores consideraciones, se realizó una comparación del 

comportamiento de los experimentos realizados a 84 °C bajo diferentes voltajes, y 

con HCl como agente de frenado (Figura 3.5). En los gráficos de evolución 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. Además, 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 μA, 25 μA y 5 μA 

respectivamente confirman esta suposición. También, al igual que en la condición 

C-84-1, se encontró que para las condiciones C- 84-0.5 y C-84-0.1, el instante T1 

es comparable con el tiempo teórico de apertura de poro calculado según la 

ecuación 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 disminución drástica de la corriente. 

Este comportamiento coincide con la apertura de un segundo poro en la misma 

oblea, lo que incrementa la velocidad de neutralización. 
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Figura. 3.5. Comparación de las curvas de evolución de la corriente, condiciones: 

HCl, 84 °C. a) Línea negra: condición 1 V, Línea roja: condición 0,5 V y Línea 

azul: condición 0,1 V, b) Imágenes de los microporos obtenidos. 

 

Apel et al.19 mencionan que al aplicar voltajes mayores a 0,1 V, la electromigración 

es por lo menos 4 veces mayor que la difusión (este número asciende a 35 si se 

utiliza 1V de potencial). El aumento del voltaje genera por tanto un aumento en la 

importancia de electromigración de iones OH- frente a mecanismos difusivos. Por 

esta razón, tanto los valores de corrientes obtenidos como las dependencias 

específicas de cada etapa son más visibles con el aumento del voltaje aplicado. A 

voltajes altos, entonces, este fenómeno permite distinguir con claridad las regiones 

mencionadas, y realizar análisis e hipótesis a partir de supuestos puramente 

eléctricos. 

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

tratadas a distintas condiciones. 

 

 

OBLEA 

PROFUNDIDA

D TOTAL 

OBTENIDO 

DEL PRIMER 

GRABADO 𝝁𝐦 

 

TIEMPO DE 

APERTURA1 

 

TIEMPO DE 

APERTURA2 

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 según ecuación 3.1. 

2. Dato obtenido de la curva de evolución 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 HCl, 84 °C, 0,5 V. La figura 3.6 muestra los 

gráficos de corriente eléctrica obtenidos durante proceso. Se encontró que, bajo 

estas condiciones, el instante T1 (tiempo de apertura de poro) coincidió con el 

tiempo de apertura obtenido a partir de la ecuación 3.1. Para la oblea C-84-0.5 

replica 1 correspondió con 2,9 horas y para C-84-0.5 replica 2 correspondió con 

2,7 horas. 

 

Figura. 3.6. Comparación de las curvas de evolución de la corriente, condiciones: 

HCl, 84 °C. Línea negra: 0,5 V-replica 1, Línea roja: 0,5 V-replica 2. 

 

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

tratadas a distintas condiciones. 

 

 

OBLEA 

PROFUNDIDAD 

TOTAL OBTENIDA 

DEL PRIMER 

GRABADO 𝝁𝐦 

 

TIEMPO DE 

APERTURA1 

 

TIEMPO DE 

APERTURA2 

C-84-0.5 

replica 1 

          280 2,85 horas 2,9 horas 

C-84-0.5 

replica 2 

         280 2,85 horas 2,7 horas 
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1. Valor determinado según ecuación 3.1. 

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

 

3.4.2 Caracterización del proceso de fabricación 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 fabricación de poros se llevó a 

cabo siguiendo el procedimiento utilizado en el apartado 3.1, con ácido fórmico 

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 evolución 

ordenada de la corriente, relacionada con la reacción química entre el silicio y el 

KOH 17,20. Luego se registra una fuerte fluctuación, cuya magnitud media resulta 

directamente proporcional al voltaje aplicado. Y finalmente una estabilización 

final, que concluye con el proceso. 

 

 

Figura. 3.7. Comparación de las curvas de evolución de la corriente, condiciones: 

HCOOH, 84 °C. a) Línea negra: condición 1 V, Línea roja: condición 0,5 V y Línea 

azul: condición 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-84-0.5 y F-84-0.1. De acuerdo con estos valores, 

los tiempos de apertura según la ecuación 3.1 deberían 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. 

Además, para el caso de las obleas F-84-0.5 y F-84-0.1, el proceso no se frenó y la 

superficie de silicio fue atacada completamente. Dado que el experimento, por el 

contrario, se llevó 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 químicas del ácido fórmico la ineficiencia del proceso de frenado. 

 

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

tratadas a distintas condiciones. 

 

 

 

OBLEA 

PROFUNDIDAD 

TOTAL 

OBTENIDA DEL 

PRIMER 

GRABADO 𝝁𝐦 

 

TIEMPO DE 

APERTURA 1 

 

TIEMPO DE 

APERTURA 2 

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 según ecuación 3.1. 

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

 

La figura 3.8 muestra imágenes de microporos tomadas mediante microscopía 

electrónica de barrido, obtenidas bajo las mismas condiciones experimentales 

anteriormente descritas: HCOOH, 84 °C 1 V. Se puede observar que cuando la 

ablación del nitruro de silicio coincide con la parte lateral de la ventana, la forma 

del poro obtenido es irregular, mientras que cuando la ablación del nitruro del 

silicio coincide con la parte interna de la ventana, éste toma forma cuadrada. 
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Figura. 3.8. Imágenes de poros obtenidas mediante microscopia electrónica 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 Caracterización del proceso de fabricación de poros: 

HCOOH, HCl, KOH 4M, 65 °C 

Seidel et al.17 indicaron que la velocidad de ataque químico es influenciada por la 

temperatura aplicada. Una menor temperatura genera menor velocidad, y a su vez 

la disminución de la velocidad permite un mayor control sobre el tamaño del poro 

obtenido. Por este motivo, la caracterización del proceso de fabricación de poros 

también se llevó 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 electroquímico. Aunque las obleas se expusieron entre 13 y 16 horas al 

ataque químico con KOH, aplicando voltajes de 1 V, 0,5 V y 0,1 V 

respectivamente, no se obtuvieron poros en ninguno de los casos. De acuerdo con 

la velocidad de ataque del KOH a 65 °C, se debería alcanzar una profundidad entre 

400 y 500 μm, 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 químico, se puede observar que la profundidad de ataque se encuentra entre 

20 μm y 100 μm. Estos resultados indican que posiblemente a la temperatura de 65 
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°C se genera un alto grado de burbujas de hidrógeno producidas en la reacción (Si 

+ 2(OH)- + 4H2O → Si(OH)6- + 2H2), que enmascaran la superficie y que da 

lugar a la disminución de la velocidad de ataque químico 17,20. Por otro lado, en las 

imágenes también se observa que la mayoría de las superficies presentan 

rugosidad, lo que es congruente con los resultados obtenidos por Palik et al. 20, 

quienes indicaron que cuando disminuye la temperatura de ataque químico se 

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

 

 

Figura. 3.9. Superficie obtenida posterior al proceso electroquímico de formación 

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

 

Tabla 3.5: Tiempo de apertura de poro 

 

 

 

OBLEA  

PROFUNDIDAD 

TOTAL 

OBTENIDA DEL 

PRIMER 

GRABADO 𝝁𝐦 

PROFUNDIDAD 

TOTAL 

OBTENIDA DEL 

SEGUNDO 

GRABADO 

 

TIEMPO 

APROXIMADO DE 

APERTURA1 

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 según ecuación 3.1. 
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De acuerdo con los resultados de la literatura, la velocidad de ataque está 

relacionada con la variación de las condiciones de fabricación, tales como el voltaje 

18, la temperatura 17,20 y la concentración de agente de ataque químico 17,20. Seidel 

et al. 17 reportaron el efecto de la temperatura y la concentración de KOH en la 

velocidad del ataque químico. La velocidad de ataque aumenta antes de una 

concentración de KOH 20-30%, luego disminuye. También reportaron que el 

aumento de la temperatura produce un aumento en la velocidad de ataque químico. 

Adicionalmente, Harrel et al. 18 mostraron una relación directa entre el voltaje 

aplicado y el tamaño del poro. En relación con el proceso de caracterización, se ha 

reportado que no existe corriente de fondo cuando el ataque químico se hace sobre 

materiales como politereftalato de etileno21, polimida23, policarbonato24. En 

contraste, cuando el material es silicio, se genera corriente de fondo por efecto de 

la generación de electrones que se producen en la reacción entre el KOH y el silicio 

(Si + 4OH → Si (OH) 4 + 4e-). Al respecto, Park et al.19 reportaron que en sus 

ensayos se minimizó este fondo de corriente aplicando voltajes de 800 mV, por 

efecto la diferencia de potencial electroquímico entre las interfaces KCl / Si y KOH 

/ Si17. En general, los estudios anteriores indicaron que el voltaje, la temperatura y 

la concentración de KOH son factores clave en el tamaño del poro y en la 

caracterización del proceso de fabricación. En cuanto a los resultados obtenidos en 

el presente trabajo, se pudo observar que bajo las condiciones estudiadas los 

perfiles de corriente en función 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 caracterización de la fabricación de microporos bajo las condiciones 

de HCl, 84 °C y voltajes de 1V, 0,5V y 0,1 V, permiten diferenciar 3 tiempos 

característicos en el proceso, correspondientes a las etapas de ataque químico, 

apertura y neutralización, que pueden ser determinados a partir de las curvas de 

evolución de corrientes. En este sentido, la comparación entre el tiempo de apertura 

teórico y el tiempo de apertura experimental pone de manifiesto que es posible 

caracterizar el proceso de fabricación de poros sobre este sustrato. Por otra parte, 

el conocimiento de cada una de las etapas permitió determinar el momento de 

apertura del poro, lo que resulta de gran utilidad para la fabricación de nanoporos, 

ya que el proceso se detendría al instante denominado como T1. Por otro lado, 

mediante la metodología utilizada es posible obtener diferentes tamaños de poro, 

ya que el proceso modula dicho parámetro en función del tiempo en que el KOH 
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4M está 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 formación del poro. Además, cabe destacar 

que características particulares de este ácido, como su dificultad para disociarse, 

vuelven menos efectivo el mecanismo de frenado, dando lugar a 1) ataques 

químicos en toda la superficie de silicio de la oblea, lo que genera una ventana de 

características macroscópicas, y por tanto 2) no es posible tener un control del 

tamaño del poro. Respecto a los resultados obtenidos bajo las condiciones de 65 

°C, con HCOOH y HCl como agentes de frenado, se puede indicar que en estos 

casos no fue posible un eficiente ataque químico 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 evolución de las corrientes ha puesto en evidencia que 

es posible la fabricación de poros de forma controlada. Se encontró que las 

condiciones de voltaje, reactivos y temperaturas aplicadas durante el proceso de 

formación influyen sobre características relevantes de la fabricación, 

determinándose las condiciones óptimas para una temperatura de 84 ºC y HCl 

como agente de frenado. Por el contrario, bajo condiciones de temperatura a 65 ºC 

no se genera un ataque eficiente de la superficie del silicio y por tanto no es posible 

obtener poros en esta situación. Finalmente, el análisis de la evolución de las 

corrientes del proceso para condiciones óptimas de la fabricación permite 

caracterizar la formación microporos y ofrece un mecanismo altamente funcional 

para el control de su tamaño. 
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4.1. Resumen. 

Este capítulo presenta una metodología para la detección y el conteo de células 

utilizando un dispositivo que combina un microporo de estado sólido y un canal de 

microfluídica de PDMS. Se presentan las condiciones óptimas para la fabricación 

de microporos en estado sólido a partir de obleas de silicio cristalino, donde se 

pueden obtener microporos de tamaño variable usando una concentración de 

agente grabador de 50% en peso de KOH, a diferentes temperaturas (40, 60, 80 ºC) 

y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se utilizó SEM y técnicas de perfilometría para la 

caracterización de los microporos. Con el fin de encontrar las condiciones óptimas 

para la detección de células, se realizó una simulación COMSOL Multifísic, donde 

se evaluaron los parámetros de caída de presión, esfuerzo cortante, viscosidades 

del fluido y tasas de flujo. Se demuestra la viabilidad potencial del dispositivo para 

la detección y el conteo celular, evitando el daño celular. 

4.2. Introducción. 

La fabricación de micro y nanoporos ha atraído interés significativo, especialmente 

en los campos de biosensores, fuídica y procesamiento de la información1–6. En 

particular, la fabricación de micro y nanoporos por métodos electroquímicos de 

grabado ha captado la atención de muchos investigadores. Este método permite un 

control preciso del tamaño de los poros, a bajo costo de fabricación y condiciones 

ideales para la automatización7-10. En el proceso de grabado electroquímico, un 

material de estado sólido es colocado entre un agente de grabado y una solución 

de detención. Una vez que se forma el poro, se produce un frenado químico 

concluyendo el proceso. Además, se colocan electrodos de Pt en cada solución y 

la corriente es monitoreada durante el proceso de grabado7. El monitoreo de la 

corriente eléctrica como una función del tiempo (gráficos I – t) es un predictor 

eficaz del grabado y el tiempo un descriptor del proceso de frenado10,12-17. 

Características 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 sólido18. El KOH acuoso es la 

solución de grabado alcalino más utilizada debido al bajo costo, alta relación de 

grabado (100) / (111) y naturaleza no tóxica19. El control adecuado de la apertura 
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de los poros durante el grabado electroquímico 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 está 

grabando es formado13-15. En el caso del silicio como una estructura de soporte y 

KOH como solución de grabado, este comportamiento es diferente. Durante el 

proceso de grabado, el silicio y el KOH reaccionan generando corriente eléctrica12. 

Además, las variables de control como el material de soporte (silicio), 

concentración de la solución de grabado, voltaje, temperatura20,21,22 solución de 

frenado10 y polaridad de la tensión aplicada13 son factores clave para determinar el 

tamaño y la forma de los poros. Los microporos de estado sólido individuales se 

han utilizado con éxito para la detección eléctrica y conteo de objetos biológicos 

como células23-25. Un método para la detección y el conteo puede ser llevado a cabo 

conduciendo objetos biológicos a través de un solo poro utilizando un campo de 

presión externo o eléctrico. Durante la translocación eléctrica, se puede obtener 

información sobre las características física de los objetos (es decir, diámetro y 

longitud) se pueden obtener a partir de la variación de la corriente iónica. Este 

análisis basado en la translocación eléctrica depende de la capacidad de identificar 

los objetivos de acuerdo con sus dimensiones físicas26. Además, se han creado 

varias implementaciones para celdas ópticas enfocadas en microcanales que 

involucran contracción, expansión27 y arreglo de estructuras, que permiten 

controlar el enfoque de flujo hidrodinámico se han desarrollado en dispositivos 

microfluídicos para el conteo de células de tumores, muestras de sangre, entre 

otros28-37. En este trabajo presentamos una metodología para la fabricación un 

dispositivo de microfluídica de PDMS como contador de células con un microporo 

de estado sólido integrado. La metodología comprendió tres pasos; (I) proceso de 

fabricación de poros; la influencia de la concentración de grabador, voltaje, 

temperatura y solución de frenado, las características específicas de los poros, 

como geometría, morfología de la superficie de silicio y dimensión de microporos 

fueron evaluados. Las técnicas de perfilometría y microscopía electrónica de 

barrido (SEM) fueron utilizadas para caracterizar los microporos, (II) fabricación 

de microdispositivos PDMS para detección y conteo de células y (III) la simulación 

como una herramienta conveniente que define el objetivo de enfoque zonas donde 

las células convergen para una posterior detección y conteo. Además, la caída de 

presión, perfil de velocidades y esfuerzo cortante fueron estudiadas. La 
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metodología mencionada anteriormente propone e introduce una fabricación 

alternativa de un dispositivo de PDMS para la detección y conteo de células. Este 

enfoque proporciona un proceso fácil y rentable para la identificación células. 

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

4.3. Materiales y métodos. 

4.3.1.  Fabricación y caracterización de microporos. 

Las obleas de silicio cristalino tipo Ph100i tienen 500 𝜇m de espesor con una capa 

de nitruro de silicio de baja tensión (Si3N4) de 200 nm de espesor en ambos lados 

se utilizaron para la fabricación de microporos (Addison Ingeniería). Inicialmente, 

áreas específicas (3x3 mm2) de capas de Si3N4 fueron extraído de la parte delantera 

y de la parte posterior (200x200 𝜇m2) por el método de eliminación de láser de 

CO2. El láser de CO2 comercial se usa comúnmente para el corte artístico acrílico. 

Después, se llevaron a cabo dos pasos de grabado consecutivos. En el primer paso, 

donde la oblea se sumergió en una solución 39% en peso de KOH (Stanton> 99%) 

a 80 ºC durante 3 horas seguido de un lavado extenso con agua desionizada (DI). 

Luego, se introdujo la oblea de silicio en un dispositivo fabricado teflon. El 

dispositivo está constituido por dos celdas (Figura 4.1). El anverso de la oblea 

estaba en contacto con la solución de grabado (50% en peso de KOH o 20% en 

peso de KOH) y en la parte posterior estaba en contacto con la solución de frenado 

(HCOOH 30 M o HCl 12 M). Para evitar la evaporación o mezcla de reactivos, las 

celdas fueron cerradas. A continuación, se aplicó un voltaje y la corriente se midió 

en función del tiempo a través de un Keithley 2612b. El último paso de grabado se 

realizó en diferentes temperaturas (40, 60, 80 ºC) y voltajes aplicados (100, 500, 

1000 mV). Luego, las superficies de las obleas se limpiaron con una solución 

piraña, durante cinco minutos, seguido de lavado con agua desionizada (DI) y se 

secó a 40 °C durante 1 hora. Finalmente, los microporos fabricados se codificaron 

con la concentración de la solución de grabado, solución de frenado, temperatura 

y voltaje. Además, la fabricación de poros se llevó a cabo con una solución de 50% 

en peso de KOH a 40 y 60 ºC en una segunda etapa de grabado. Después del primer 

paso de grabado, la cara frontal de la oblea fue sumergida en una solución de KOH 

al 50% en peso a 80 ºC. La medición de la corriente eléctrica durante el grabado 
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electroquímico se realizó con electrodos de Pt. El electrodo positivo se colocó en 

la solución de frenado y el polo negativo en la solución 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 

informático Test Script Builder (TSB). Las imágenes de microporos se obtuvieron 

utilizando SEM (TESCAN FEG SEM MIRA3). La rugosidad fue caracterizada 

con un perfilómetro Dektak XT de Bruker. La rugosidad media (Ra) se determinó 

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-1 velocidad de escaneo y una frecuencia de muestreo de datos de 250 Hz mm-

1. Las mediciones de rugosidad informadas en este trabajo fueron reproducibles 

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

 

 

 

 

Figura. 4.1. Fabricación de microporos de silicio por el método electroquímico. 

Imagen esquemática de la configuración de grabado. 
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4.4. Fabricación del dispositivo de microfluíca la para 

detección visual de células y el conteo celular. 

4.4.1.  Fabricación de microcanales de PDMS e integración del 

microporo. 

Se realizó la fabricación del canal de microfluídica PDMS utilizando un método 

económico y accesible desarrollado por nuestro grupo de investigación39. 

Brevemente, se hizo un molde utilizando un fotopolímero Fmold como molde 

maestro flexográfico (Fmold). Entonces, se fabricó un molde de resina (ERmold)40. 

El fotopolímero Flexcel NX y la capa térmica de imagen (TIL) utilizadas en el 

molde de la fabricación fueron proporcionados por Eastman Kodak. Además, la 

resina epóxica y el agente de curado fueron suministrados por Cristal-Tack, 

Novarchem - Argentina. El Fmold y ERmold fueron diseñados con canales de 144 

mm de espesor y 500 𝜇m de ancho, utilizando Layout editor paquete informático.41 

El diseño consta de un solo canal con un conducto en el medio y dos salidas 

(Figura. 4.2a). El PDMS fue mezclado con agente de curado en una proporción en 

peso de 10:1 (Sylgard 184 Kit de elastómero de silicona), fue descrito previamente 

por Olmos et al.40 Luego, la mezcla se colocó al vacío durante 30 min para eliminar 

las burbujas de aire, la solución fue vertida sobre el ERmold y se curo en una estufa 

a 40 ºC durante la noche. Después del curado, la réplica de PDMS se despegó del 

molde y se perforaron los agujeros para formar las entradas y salidas de los canales 

utilizando un punzón de biopsia de 1 mm de diámetro (Integra Miltex®Ted Pella, 

C ª). Posteriormente, la réplica se unió de manera irreversible a una oblea de vidrio, 

después de la exposición a un generador de alta frecuencia (BD-10AS, Chicago) 

durante 120 s. Después, el microporo se colocó y se adhirió al bloque PDMS (5 

mm de espesor) como se muestra en la figura 4.2b. Posteriormente, el bloque de 

PDMS se unió a la réplica de 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 configuración de la figura. 42c. 
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Figura.4.2. Fabricación y configuración para el conteo de células (a) diseño de 

microcanales y unión de réplica de PDMS en un portaobjetos de vidrio, (b) el 

microporo está unido y alineado con bloque PDMS (5 mm de espesor), (c) esquema 

del dispositivo microfluídico y el montaje de la configuración. 

 

4.4.2. Línea celular, cultivo celular y transfección transitoria.  

En el estudio se utilizó la línea 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-1 de penicilina y 100 𝜇g mL-1 estreptomicina (CORNING Cellgro, 

cat. no. 30-002-CI, Manassas, VA) en una incubadora humidificada con CO2 al 

6%. En total, se sembraron 1.5X104 células HEK-293 por pocillo de una placa de 

seis pocillos, en DMEM, 10% FBS y 2% de antibióticos (100 UmL 1 penicilina y 

100 𝜇g mL 1 estreptomicina). 24 h después, el medio fue reemplazado con medio 

DMEM suplementado con 10% FBS y sin antibióticos. Las células permanecieron 

con este medio durante 24 h. Posteriormente, las células fueron lipofectadas 
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(Lipofectamine 2000, Invitrogen) con la proteína fluorescente verde potenciadora 

(GFP) a través del plásmido (pCX-EGFP) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. También se ha utilizado Opti-MEM I Reduced Serum Medio 

(Invitrogen, cat. Nº 31985) para la transfección. Después de 24 h, el medio se 

reemplazó con medio completo DMEM. La fluorescencia verde se debe a la 

expresión de GFP en células HEK-293 observado por microscopio fluorescente 

Carl Zeiss Axiovert S200 (488 nm) 48 h después de la lipofección. 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) y 

cuantificado con una cámara Neubauer y resuspendidas en medio DMEM filtrado 

sin FBS ni antibióticos, bajo flujo limpio, a 2X105 células por mL antes de su uso. 

 

4.5. Montaje de configuración y detección/cuantificación 

visual. 

Para identificar y contar células individuales, se utilizó un microscopio invertido 

Olympus CKX53 con lente LUCPLFLN 40 - FIUBA Fluid Dynamics Lab (LFD, 

líneas 214-215) para identificar y contar las células individuales. Se inyectaron 5 

ml de suspensión de células HEK-293 desde la entrada del dispositivo de 

microfliuídica. La suspensión celular se bombeó utilizando una jeringa controlada 

por una microbomba de jeringa (ADOX active A22) y los residuos se retiraron a 

través de diferentes tubos de teflón 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-1. 

Mientras las células pasaban a través del microporo, 1000 imágenes fueron 

recolectadas durante 2 segundos, para cada flujo. Las imágenes de cada caudal se 

recogieron con la cámara PCO 1200HS y se analizaron utilizando un paquete 

informático de procesamiento de imágenes. La cuantificación de células se llevó a 

cabo utilizando una macro desarrollada a partir de la plataforma ImageJ (ESI: 

cuantificación de células). El análisis de imagen de ImageJ-FIJI permitió 

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 concentración celular donde puedan ser 

detectadas ópticamente al pasar a través del microporo, perfiles de caída de 

presión, velocidad y esfuerzo cortante se calcularon mediante el paquete 

informático Comsol 5.3a. Velocidades de flujo (1.6 ml min-1, 3.3 ml min-1, 5 ml 

min-1, 6.6 ml min-1, 8.3 ml min-1, 10 ml min-1, 16.6 ml min-1) 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 

simuló el flujo de microfluidos que pasa a través de la región de microporos y el 

canal PDMS utilizando las ecuaciones de Navier-Stokes con un número 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), 

presión cero en las salidas y las propiedades del agua como material fluido. La 

densidad de la malla se construyó para incluir > 900 000 elementos de libertad, con 

una calidad de elemento promedio de > 0.638 

4.7. Resultados y discusión. 

4.7.1.  Fabricación de microporos: influencia de las variables 

de control. 

Utilizando el método electroquímico descrito anteriormente, se fabricaron una 

serie de microporos, bajo diferentes condiciones de voltaje, temperatura, medio de 

detección y concentración de la solución de grabado. Los microporos producidos 

en diferentes condiciones se pueden ver en la figura. 4.3. La geometría piramidal 

resultante es una estructura típica del grabado en húmedo sobre silicio (Figura. 

4.1). Además, es importante señalar que la formación de poros con forma 

rectangular también fue posible por las altas concentraciones de la solución de 

grabado (50% en peso de KOH). Cuando se utilizaron concentraciones bajas de 

solución de grabado (20% en peso de KOH y 80ºC), los poros presentaron formas 

irregulares. También se encontró que en condiciones de 20% en peso de KOH y 

60 °C, no era posible la formación de poros. Estos resultados concuerdan con 

hallazgos previos17. La geometría, 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 distribución del flujo y, por lo tanto, influir en el transporte de 

las células dentro de la red a través del microporo43. La calidad de las superficies 

se examinó mediante SEM. Las figuras 4.3 y 4.4 revelan diferencias en las 

características a nivel microscópico. Al 50% en peso de KOH, las superficies 

grabadas están libres de micropirámides. Por el contrario, a concentraciones más 

bajas de la solución de grabado se puede observar una alta densidad de montículos 

o micropirámides. La presencia de micropirámides, así como la ausencia de poros 

se atribuye el alto grado de producción de burbujas de hidrógeno durante el 

grabado, lo que no permite una disolución homogénea de la superficie del silicio. 

Esta observación está de acuerdo con los resultados previos informados por Palik 

et al 44. Además, 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 nanómetros (Tabla S1 - ESI*). Estos resultados indican que el tiempo de 

grabado y el voltaje no inducen cambios significativos en la morfología de la 

superficie. Con base en los datos experimentales, las condiciones óptimas para la 

fabricación de los poros se pueden lograr utilizando 50% en peso de KOH, 

temperaturas de 40, 60, 80 º C y voltajes de 100, 500, 1000 mV.  

 

 

 

* Las tablas, el video de la sección 4.7.3 y figuras suplementarias están como accesos directos 

(hipervínculos), 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 

http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e2.avi
http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
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Figura. 4.3. Imágenes de SEM de los microporos. (a) KOH20-HCl-80-1 (anverso), 

(b) KOH50-HCl-80-1 (anverso), (c) KOH50-HCOOH-80-0.1 (anverso), (d) 

KOH50- HCOOH-80-0.1 (reverso). Los códigos de los microporos corresponden 

con la concentración de KOH, seguido del ácido, la temperatura y el voltaje 

aplicados durante el grabado electroquímico. 

 

4.7.2. Perfiles eléctricos. 

Con respecto a la monitorización de la corriente eléctrica, la figura 4.5 ilustra los 

gráficos de corriente versus tiempo (I – t) registrados durante el proceso de grabado 

de la fabricación de poros con 50% en peso de KOH.  

Como puede observarse, todos los perfiles I – t siguen un comportamiento similar; 

(1) un aumento progresivo de la corriente eléctrica. Este comportamiento se puede 

atribuir a la reacción redox (Si + 4 OH -----  Si (OH) 4 + 4e-) y (2) una fuerte 

fluctuación de la corriente. Además, en términos de órdenes de magnitud, también 

se pueden observar los fuertes efectos de las variables de control sobre la corriente 

eléctrica.  

Las gráficas I – t (Figura. 4.5) muestran que las magnitudes de corriente son 

mayores en los casos en los que la solución de frenado utilizada fue HCl 12 M. 

Probablemente, este comportamiento esté asociado con la química características 

del ácido. El ácido fórmico tiene un menor grado de disociación mientras que el 

ácido clorhídrico es un ácido fuerte que se disocia completamente en solución 
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acuosa. Cuanto mayor sea la disociación, mayor será la conductancia y, por tanto, 

la corriente eléctrica. En cuanto a la temperatura, la conductividad aumenta con la 

temperatura debido a la alta disociación y al aumento de la velocidad de los iones. 

De hecho, la magnitud de la corriente eléctrica registrada a 40 º C es menor que la 

registrada a 80 º C. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre 

las curvas registradas a 60 y 80 º C. El efecto de los voltajes aplicados en el I – t, 

así como sus características se exploraron mediante la realización de una serie de 

experimentos de grabado a 100, 500 y 1000 mV. 

 

 

 

 

 

Figura. 4.4. Imágenes de SEM de la superficie del silicio; (a) 50 wt% KOH, 1 V a 

40 ºC, (b) 20 wt% KOH, 1 V a 60 ºC, (c) 20 wt% KOH, 1 V a 60 ºC, (d) 20 wt% 

KOH, 1 V a 80 ºC, (e) 20 wt% KOH, 1 V a 80 ºC (f) 20 wt% KOH, 1 V a 80 ºC. 

 

La comparación de los gráficos I – 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 tensión 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 mostró una fuerte relación con los parámetros aplicados en el proceso de 
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grabado. Con respecto a la fluctuación repentina de la corriente ('breakthrough'), 

la literatura ha indicado que este comportamiento está asociado con la apertura del 

poro10,12-15. Para verificar el tiempo de apertura dentro de las gráficas I – t, tiempos 

nominales de apertura se calcularon mediante la ecuación (1) y se compararon con 

las gráficas I – t. 

 

Ecuación 4.1    𝑡𝑏 =
[𝐷]

𝑉
  

 

donde tb es el tiempo nominal de apertura de los poros, D corresponde al espesor 

final de la oblea de silicio obtenido antes del ataque electroquímico y V es la tasa 

de ataque de la solución de grabado. La velocidad a la que el 50% en peso de KOH 

graba la oblea de silicio h100i a 80, 60 y 40 º C es de aproximadamente 46.2 m.mh1, 

14.3 m.mh-1y 3.8 m.mh-1respectivamente 45. La comparación entre los tiempos de 

apertura de los poros obtenidos de los gráficos I – 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 formación de un único microporo; un cambio repentino de la corriente 

eléctrica está relacionado con la apertura de los poros. Además, los resultados 

obtenidos están en buena concordancia con trabajos previos reportados por Park et 

al46. y Apel et al 13. Además, Harrell, reporta que a un mayor temperatura y voltaje 

se forma una mayor apertura de poros en la base. Por tanto, considerando el análisis 

anterior, si el grabado electroquímico se realiza a 40 ºC, en condiciones de voltaje 

de 100 mV, es posible fabricar microporos con menor apertura de base y 

simultáneamente obtener un mayor control sobre el tamaño de poro. Por otro lado, 

un cambio en la velocidad de grabado puede modificar el tiempo de apertura del 

poro. Así, la falta de concordancia de los tiempos de apertura de los poros 

posiblemente se debe a diferentes factores como la producción de burbujas de 

hidrógeno durante el grabado. La difusión de silicatos de la superficie, reacciones 

competitivas, productos de grabado de silicio y formación de óxido de silicio 

seguido de disolución de estos productos frente a una disolución directa de silicio 

por KOH demostraron controlar la velocidad de grabado. 

 

 

http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
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4.7.1. Aplicación: detección y conteo de células. 

En el conteo y detección de células se utilizó un dispositivo de microfluidos 

multicapa de PDMS con microporos de estado sólido 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 

informático Comsol 5.2a. Se obtuvieron los perfiles de caída de presión, esfuerzo 

cortante y velocidades. Estos parámetros son críticos para las partículas de enfoque 

hidrodinámico, pero también podrían adaptarse para detectar células a través de 

microporos26. Además, el dispositivo de microfluidos PDMS se fabricó utilizando 

metodologías económicas. Por tanto, en la fabricación del dispositivo de 

microfluidos se utilizó el Fmold que proporciona una buena alternativa a los 

métodos convencionales de fabricación de microfluidos de fotorresina sobre obleas 

de silicio. Se puede utilizar múltiples veces con la adquisición de réplicas fiables, 

sin deslaminación, ya que el molde y las estructuras diseñadas componen una pieza 

única. Además, los moldes Fmolds se pueden obtener comercialmente a un costo 

mucho menor que los moldes SU-8. Adicionalmente, dado que la tecnología 

Flexcel se usa comúnmente en la industria gráfica, Fmolds se pueden adquirir en 

todo el mundo, sirviendo como soporte para muchos laboratorios que carecen de 

instalaciones de micro fabricación, como los relacionados con los campos de 

biología y química, especialmente en laboratorios de microfluidos de países en vías 

de desarrollo. Además, se utilizó un láser de CO2 comercial comúnmente utilizado 

para el corte artístico acrílico para la fabricación de microporos. Permite la 

eliminación de Si3N4 con alta precisión, 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. Gráficos de I – t registrados durante el grabado electroquímico en KOH 

al 50% en peso para obleas de silicio sometidas a diferentes condiciones: (a) HCl 

12 M a 80 ºC; (b) HCl 12 M a 60 ºC; (c) HCl 12 M a 40 °C; (d) HCOOH 12 M a 

80 ºC; (e) HCOOH 12 M a 60 °C; (f) HCOOH 12 M a 40 ºC. 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. Simulación: determinación de zonas objetivo de enfoque. 

Los parámetros de caída de presión y esfuerzo cortante se calcularon variando el 

rango de viscosidades y caudales. La figura. 4.6 muestra la caída de presión y el 

esfuerzo cortante obtenidos bajo una viscosidad de 1.5 cP y un caudal de 16.6 mL 

min-1. Como se puede ver en el mapa de calor, la caída de presión en el microporo 

surge hasta los 40 Pa. Los resultados indicaron que la caída de presión disminuye 

gradualmente al final del microporo y continúa disminuyendo a lo largo del 

microcanal de PDMS que conduce a la salida donde la presión se reduce a cero. 

ESI, Figura. S2 muestra el mapa de calor de la distribución de la caída de presión 

bajo diferentes viscosidades y caudales.  

La caída de presión sigue el mismo comportamiento en áreas cercanas al final del 

microporo. La caída de presión más baja se obtuvo con una viscosidad de 0.89 cP 

y un caudal de 0.1 mL.min-1. La distribución del esfuerzo cortante en el microporo 

y el microcanal PDMS se muestra en la figura 4.7. Los resultados muestran una 

disminución gradual del esfuerzo cortante en el extremo del microporo y continúa 

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 formación del microporo.  

 

 

 

 

 

http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
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Figura. 4.6. Distribución del esfuerzo cortante en el microcanal de microporo y 

PDMS. Condiciones: viscosidad de 1.5 cP y caudal de 16.6 ml min-1. 

 

Además, el esfuerzo cortante mínimo se observa con una viscosidad de 0.89 cP y 

un caudal de 0.1 mL.min-1. Los resultados de la caída de presión y las magnitudes 

del esfuerzo cortante se resumen en la figura. 4.8a y b respectivamente. Cuando las 

diferencias entre los subconjuntos son mayores que 3.4 mL min-1 de tasa baja, los 

valores de caída de presión y esfuerzo cortante fueron significativamente diferentes 

(p <0.05) calculados por ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey. 

Además, bajo el mayor caudal y viscosidad (16.6 mL.min-11 y 1.5 cP), se 

obtuvieron valores más altos de caída de presión y esfuerzo cortante. El cultivo 

celular en microfluídica, puede verse afectado por la tensión de cizallamiento en 

las paredes, especialmente en las zonas de transición que es un factor crítico porque 

las fuerzas de cizallamiento pueden alterar el comportamiento celular o incluso 

dañar la estructura del citoesqueleto si los valores son excesivamente altos47,48. Por 

esta razón, es importante conocer el comportamiento de esfuerzo cortante dentro 

del microporo. A partir de los resultados, el esfuerzo cortante máximo observado 

se ubicó en el centro del canal (0.8 Pa). Deacuerdo con la literatura, un esfuerzo 

cortante superior a 56.4 Pa causa deformabilidad y daño celular. En nuestro sistema 

microfluídico el valor es mucho menor, por lo que la arquitectura del dispositivo 

evitaría el daño celular49,50. Finalmente, la simulación permitió establecer zonas 
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óptimas de enfoque para detectar células utilizando diferentes caudales evitando 

un esfuerzo cortante perjudicial para las células. 

 

 

 

Figura. 4.7. (a) Caída de presión y (b) esfuerzo cortante calculado a diferentes 

velocidades de flujo y viscosidades. 

 

Mediante el paquete informático COMSOL 5.3a, también se logró calcular el perfil 

de velocidades. La Figura. 4.9 muestra el perfil de velocidad de los fluidos que 

pasan por la sección transversal del microporo con una viscosidad de 1.5 cP y un 

caudal de 16.6 ml min-1. El perfil muestra que la velocidad máxima se produce al 

comienzo del microporo y disminuye en la zona entre el microporo y el canal 

siguiendo un patrón 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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Además, ESI, Figura. S4 muestra la distribución 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. Además, el perfil de velocidades presenta 

una distribución parabólica. Este perfil de velocidad se debe a la conjunción de un 

microporo de silicio rectangular y los canales de PDMS51. A partir de los resultados 

obtenidos, la zona óptima para la detección visual de células se encuentra en la 

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

 

 

 

 

 

Figura. 4.8. Perfiles de velocidad en la sección transversal del microporo. 

Condiciones: viscosidad de 1.5 cP y caudal de 16.6 mL.min-1. 

 

4.7.3. Detección y conteo de células. 

El montaje del sistema para identificar y contar células se ensambló como se 

describió en la Sección 4.2, como resultado, integramos sistemáticamente un 

microporo y un canal PDMS. La arquitectura desarrollada en el dispositivo de 

microfluídica permite detectar las células y el conteo aplicando diferentes caudales. 

La detección óptica se estableció entre el microporo y la zona de transición de 

PDMS. La figura. 4.10 presenta imágenes representativas obtenidas por 

microscopia óptica de una sola célula que pasa a través del microporo. Una vez 

que las células atravesaron en el microporo, las imágenes se registraron y se 

http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e1.pdf
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analizaron utilizando el paquete informático ImageJ FIJI42. Este paquete 

informático permitió la detección y el conteo de los núcleos de las células. La 

figura 4.10 muestra un núcleo celular bajo un campo claro del microscopio; El 

núcleo es el más brillante (Figura. 10b) en contraste con la célula completa (Figura. 

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

partir de los resultados de la simulación, se encontraron las mejores condiciones 

hidrodinámicas para la detección con una tasa de flujo de 1.6 mL min-1 y 0.89 cP 

de viscosidad como se explica en la Sección 4.1. Sin embargo, es importante 

señalar que bajo la viscosidad del DMEM (0.94cP), se logra un esfuerzo cortante 

bajo evitando la deformabilidad y daño celular. Como se puede observar en la 

Figura. 4.10, en concordancia con los resultados de la simulación, se detectaron 

células en la zona de transición y se encontró que el número de células aumenta 

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

 

 

 

Figura. 4.9. Identificación de células completas bajo un campo claro del 

microscopio. (a) Imagen de la célula, (b) imagen del núcleo de la célula, (c) imagen 

del procesamiento por ImageJ-FIJI de una célula, (d) imagen del procesamiento 

del núcleo de la célula por ImageJ-FIJI. Dimensiones del microporo: ~150 𝜇m x 

150 𝜇m. 

 

http://www.rsc.org/suppdata/c9/ra/c9ra09939e/c9ra09939e2.avi
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A partir del análisis, se estableció una correlación lineal entre el número de células 

que atraviesan el poro con diferentes caudales. La relación lineal entre las tasas de 

flujo y el número 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 flujo52-54. Finalmente, el esfuerzo cortante, la caída de 

presión y el perfil de velocidades permitieron establecer una zona para identificar 

y detectar ópticamente las células. Por lo tanto, se desarrolló una metodología 

novedosa que se puede aplicar en la evaluación visual y no destructiva del análisis 

de células de recuento cuantitativo utilizando equipos de uso común y sin 

requisitos de reactivos adicionales ni equipos demasiado sofisticados. 

 

 

 

 

Figura. 4.10. Células HEK-293 medidas a diferentes velocidades de flujo. 
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4.8. Conclusiones. 

Se realizó la integración entre el canal de microfluidos multicapa y el microporo 

en estado sólido para la detección y el conteo de células. Se presentaron dos 

métodos de fabricación accesibles y económicos para fabricar los microporos y los 

microcanales de PDMS. Se obtuvieron microporos de diferentes tamaños bajo la 

concentración de la solución de grabado de 50% en peso de KOH, temperaturas 

(40, 60, 80 ºC) y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se encontró que el perfil eléctrico 

depende del voltaje, la temperatura y el reactivo como la solución de frenado, 

mientras que la concentración del agente de grabado influye en las características 

morfológicas de la superficie. Los parámetros de caída de presión, esfuerzo 

cortante, viscosidades de fluidos y tasas de flujo en las simulaciones 

computacionales permitieron encontrar las condiciones óptimas para realizar la 

detección de las células evitando el daño o la deformación celular. Además, se 

logró fabricar los microporos en estado sólido evitando el uso de litografía 

dependientes de la sala limpia, o equipos costosos como FIB. Se demostró que la 

integración de un microcanal multicapa con un único microporo de estado sólido 

en un dispositivo de microfluidos es un método muy bueno y asequible para la 

detección y el conteo de células, que permite realizar estos experimentos no solo 

en laboratorios altamente equipados sino también en cualquier laboratorio con 

capacidades químicas básicas. 
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5.2.  Resumen. 

El análisis de biomoléculas y células con los dispositivos de microfluídica, es uno 

de los objetivos de la presente tesis. Se investigó 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 más común de las dosis de bajo nivel de las quimioterapias 

tradicionales en pacientes. La selección de pacientes, dosis de las drogas y los 

intervalos de dosificación en LDM es empírica. En este trabajo de tesis se 

examinaron sistemáticamente la interacción dependiente del horario de las drogas 

en la línea celular de cáncer de mama (BCC, por sus siglas en inglés “Breast cancer 

cell”) cultivadas en LOC. Los estudios de LDM fueron combinados con tinción 

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 imágenes adquiridas por microscopía 

fueron examinadas mediante el plugin de Fiji para segmentación entrenada WEKA 

para analizar el área celular en 7500 imágenes y se evidenciaron diferentes tipos 

de muerte celular. Paclitaxel combinado con quimioterapia LDM demostró una 

reducción en el área cubierta por células vivas. En contraste, hubo una inducción 

de niveles altos de muerte celular debida a apoptosis caspasa dependiente. Además, 

los microdispositivos usados en este estudio también son alternativas atractivas 

para tinción celular para caracterizar y estudiar el crecimiento celular y desarrollo 

in situ. 
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5.3.  Introducción. 

El descubrimiento de formas para contrarrestar o bloquear el crecimiento maligno 

ha representado una fuerza impulsora en la investigación de la biología del cáncer 

durante las últimas cuatro décadas1. El cáncer de mama humano (BC, por sus siglas 

en inglés “Breast cancer”) es la malignidad más común en mujeres2. Este tipo de 

cáncer está compuesto por poblaciones fenotípicamente diversas de células de 

cáncer de mama (BCC)3. Ha sido demostrado que paclitaxel tiene actividad inicial 

en BC4, y cuando se combina con doxorubicina es el agente conocido más activo 

contra BC cuando se usan en diferentes horarios5.  

La quimioterapia LDM es un nuevo uso de la quimioterapia y se define como la 

utilización convencional de dosis bajas sin períodos prolongados en ausencia de 

droga6. De hecho, la heterogeneidad entre tumores ha sido observada en 

carcinomas de mama en varios individuos7. 

Adicionalmente, la heterogeneidad tumoral puede influenciar el comportamiento 

biológico y la respuesta terapéutica8. Consecuentemente, las medicinas contra el 

cáncer 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), o muerte celular debida 

a autofagia9. Estas vías no estándares muestran la complejidad inesperada de la 

comunicación cruzada entre los senderos de la muerte celular que se refleja en una 

diversidad de fenotipos que no han sido caracterizados en modelos 

microfluídicos10. La microfluídica permite la miniaturización de procesos 

convencionales químicos y biológicos de laboratorio.  La tecnología LOC ha sido 

aceptada por las comunidades de investigación biológica y médica como una 

herramienta prometedora para la ingeniería de microambientes a nivel celular11. El 

cultivo celular en sistemas microfluídicos no solo provee un ambiente de cultivo 

celular apropiado, también permite suministrar medio de cultivo provisto de 

oxígeno, dióxido de carbono y suplementos a las células mientras se extraen los 

productos metabólicos en un caudal controlado1, 12. Las características únicas de la 

microfluídica en el cultivo celular, tales como patrones geométricos finos, flujo 

laminar, y mezcla basada en difusión, provee un diverso rango de estrategias de 

control de fluidos. Se han desarrollado un gran número de métodos que posibilitan 
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la modulación del ambiente extracelular a través de una vía de control dinámica de 

la concentración de moléculas señal que permiten el análisis a nivel de célula 

única13,14,15,16,17,18,19. Las características de los dispositivos LOC los hacen 

apropiados para la investigación de células cancerosas. Las células tumorales 

mostraron viabilidad aumentada, invasión y respuestas a drogas cuando fueron 

cultivadas en sistemas de cultivo LOC 20.  Los ensayos convencionales 2D han sido 

utilizados ampliamente para evaluar el rol de los quimioatractantes en la migración 

de células cancerosas 21,22.  Wang et al. Utilizó una plataforma 2D que simplifica 

el ambiente tumoral, sin limitarse a células creciendo en monocapas. Ellos 

desarrollaron una plataforma microfluídica para teñir células dentro de los 

dispositivos LOC 23,24. De hecho, la tinción celular dentro de los dispositivos de 

microfluídica es una herramienta poderosa para detectar cambios intracelulares 

mediante imágenes en tiempo real. Esto permite la determinación de los cambios 

de los estados celulares, así como también la distinción entre células vivas y 

muertas, lisadas o células en senescencia y otros cambios dinámicos en el estado 

celular 25,26,27,28. Por esta razón, la capacidad de desarrollar nuevos enfoques para 

análisis celular posibilitará la evaluación de esta heterogeneidad. Considerando los 

beneficios de la tecnología LOC combinada con las ventajas de usar una cantidad 

baja de células y reactivos, la presente investigación utilizó microdispositivos LOC 

para el estudio y caracterización del comportamiento biológico de las células de 

cáncer 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 microcámaras antes y después de la 

introducción de dos tipos diferentes de tratamientos con drogas aplicados in vitro 

con células de cáncer 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. 

L-1 (Gibco), penicilina 100 unidades mL-1, estreptomicina 100 µg.mL (Gibco) a 37 

°C en una incubadora con 5% de CO2. Para los ensayos de microscopía, se 

cultivaron 20000 células por pocillo en uno de los 8 pocillos del dispositivo µ-

Slide (número de catálogo 808126, Ibidi GmbH). 

5.4.2 Modos de muerte celular y caracterización. 

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 roja29. 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)30. En los ensayos de caspasa-3 y -7 (AP), las células apoptóticas 

emiten fluorescencia verde31. En el ensayo de PI, las células muertas emiten 

fluorescencia roja. Las células fueron cultivadas en dispositivos de microfluídica, 

como se describió anteriormente y los marcajes PI, LC, AG y AP fueron evaluados 

en los días 1, 2, 4, and 5 después del tratamiento. Se utilizó solución fostato tampón 

salina (PBS, por sus siglas en inglés “Phosphate buffer saline”) (HyClone) para 

lavar las cámaras de cultivo en los dispositivos durante 3 minutos. Las células 

fueron incubadas con el kit de imagen durante 30 minutos a 37 °C. A continuación, 

se utilizó PBS para extraer el reactivo durante 5 min. Antes de examinar las 

cámaras de cultivo bajo el microscopio de fluorescencia, los dispositivos se 

llenaron 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 células con paclitaxel, 

doxorrubicina y examen de los efectos de los fármacos. 

Las drogas paclitaxel y doxorrubicina fueron añadidas al cultivo celular para 

evaluar sus efectos tanto solas como en combinación (Sigma Aldrich)34. Primero, 

las células JIMT-1 fueron sembradas en los dispositivos y crecieron por 2 días. El 

medio de cultivo fue renovado cada 24 horas. Es decir que se utilizó medio fresco 

que contenía doxorrubicina en una concentración de 0.01 µM. Después de 4 horas 

de exposición a la doxorrubicina, se adicionó paclitaxel a una concentración final 

de 0.001 µM. Las células fueron cultivadas para adquisición de imágenes en 

tiempo real y caracterización biológica a través del marcaje descrito anteriormente 

por 24 horas adicionales.  

La caracterización y el análisis del modo de muerte celular fueron realizados para 

evaluar la eficiencia del tratamiento. La primera etapa después de cuatro horas de 

exposición a doxorrubicina y la segunda etapa después de la exposición a la 

combinación de doxorrubicina y paclitaxel.  

5.4.4 Tratamiento con paclitaxel metronómico y evaluación de 

los efectos de los fármacos. 

Se estudiaron los efectos del paclitaxel suministrado a diferentes tiempos 35. 

Primero, las células JIMT-1 fueron cultivadas en los dispositivos como se describió 

previamente. Después de 24 horas, se renovó el medio de cultivo con paclitaxel a 

una concentración de 0.001 µM. El medio fue reemplazado como medio fresco que 

contuvo paclitaxel a una concentración de 0.001 µM cada 24 horas por los 

siguientes 5 días. La caracterización biológica mediante los diferentes marcadores 

se realizó de la forma descrita anteriormente. 

5.4.5 Procesamiento y cuantificación de imágenes. 

Las imágenes 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 imágenes 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 imágenes con el programa Fiji 

(v.2.0.0) a través del plugin de entrenamiento de segmentación WEKA (v.3.2.33): 

El plugin WEKA del programa ImageJ es una plataforma de fuente abierta para 

análisis de imágenes biológicas que combina una recopilación de algoritmos de 

aprendizaje de computadora con una colección de aspectos de imagen para 

producir segmentaciones basadas en pixel36,37. Todos los experimentos fueron 

realizados por triplicado y los datos están presentados como la media ± desviación 

estándar (SD por sus siglas en inglés “standard deviation”). Se utilizaron el análisis 

de varianza (ANOVA) y la prueba de T de Student para comparar cada grupo. Los 

valores P menores que 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos 

están indicados con asteriscos.  

 

 

Figura. 5.1. Imágenes de microscopía representativas de autofagia y marcaje con 

PI en células de cáncer de mama después de tres días de crecimiento en dos pocillos 

diferentes en los microdispositivos. (a,d) Imágenes en campo claro del cultivo. 

(b,e) Imágenes de fluorescencia de células después del tratamiento con el kit de 

autofagia que etiqueta preferencialmente vacuolas autofágicas, mostradas en verde 

(c,f) Imágenes de fluorescencia después del marcaje con PI. Las células muertas 

están mostradas en rojo. 
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5.5.  Resultados y discusión 

5.5.1 Seguimiento del crecimiento de las células de cáncer de 

mama dentro de las cámaras de cultivo celular. 

La evaluación de los diferentes esquemas y la eficacia de las drogas terapéuticas 

es importante. Pocas publicaciones han reportado los efectos de drogas en la 

caracterización de las células de cáncer de mama en dispositivos de microfluídica. 

Se utilizaron microdispositivos para rastrear el desarrollo de las células de cáncer 

de mama en un período de 5 días. Para entender de mejor manera el desarrollo y la 

caracterización de las células en las microcámaras, se analizaron los porcentajes de 

células vivas, muertes, en autofagia y células apopóticas durante un período de 5 

días. Los resultados del crecimiento bajo estas diferentes condiciones pueden ser 

observadas en la figura 5.2. 

 

 

 

Figura. 5.2. Distribución celular después de la caracterización con marcadores de 

fluorescencia por 5 días. A la derecha se presenta un gráfico de barras que ilustra 

la composición de la fracción celular por día durante el período de tiempo de 5 

días. A la izquierda, la superficie del área cubierta por células vivas (LC) aumentó 

mientras los niveles del proceso de autofagia (AG) disminuyó significativamente. 

(*) y (**) indican la diferencia significativa de cada día entre los subgrupos 

(p<0.05). 
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Se observaron diferencias significativas en los porcentajes de LC y AG durante el 

período de tiempo de 5 días. El porcentaje de células vivas incremento durante el 

período de tiempo de 5 días (Figura 5.2). En contraste, las células en autofagia 

ocuparon un porcentaje alto del área celular total en el día 3. Sin embargo, éste 

disminuyó en el día 5. Notablemente, hay crecimiento durante el período de 5 días, 

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 período de tiempo38. 

 

5.5.2 Efecto de los esquemas de fármacos de paclitaxel, 

doxorrubicina y la evaluación de LC, AG, PI y AP. 

Recientemente, ha habido un interés considerable en los agentes 

quimioterapéuticos sinérgicos para el tratamiento del cáncer de mama39,40. Pocas 

publicaciones reportan el efecto de las drogas en la caracterización de células de 

cáncer de mama en sistemas de microfluídica. Por otro lado, ensayos clínicos 

previos han demostrado beneficios al combinar doxorrubicina (DOX) y paclitaxel 

(PTX) al tratar a pacientes con cáncer de mama. De todas formas, los efectos 

secundarios como neutropenia y falla cardíaca congestiva han limitado su 

dosificación a pacientes 41,42,43. Para analizar los efectos de las drogas en células 

mediante los dispositivos, es apropiado mantener el cultivo celular en crecimiento 

bajo condiciones homogéneas44. Primero se estudió el efecto de la DOX y su 

análisis está ilustrado en la figura 5.3. Se incubaron las muestras por 4 horas con 

DOX a una concentración de 0.01 µM. El nivel de apoptosis en las células se 

estimó mediante la cuantificación del área marcada relativa a la población celular 

completa utilizando el ensayo AP descrito anteriormente. Se encontraron 

diferencias significativas en la actividad apoptótica con respecto a las células 

control después de 4 horas de exposición a DOX. El efecto de DOX en las primeras 

4 horas reduce el porcentaje de área ocupada por células vivas y produce un 

incremento de células apoptóticas.  
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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) aumentó significativamente con respecto 

al control. El área cubierta por las células vivas (LC) no disminuyó 

significativamente en comparación con el control. A la derecha, el gráfico de barras 

muestra los valores de los resultados en la composición de la fracción celular. (*) 

indica la diferencia significativa de cada día 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 inducción de vías proapoptóticas con DOX45. Además, 

nuestros resultados (Figura 5.3) indican que la viabilidad celular no se redujo 

significativamente. Además, se detectó un ligero aumento en el área de células en 

autofagia en comparación con el control.  

 

A continuación, se evaluó el efecto de paclitaxel a las 24 horas en muestras que 

habían sido previamente expuestas a doxorrubicina. Los resultados obtenidos del 

análisis de imágenes 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 área 

marcada por PI mostró un incremento leve pero significativo comparado con los 

controles.  
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Figura. 5.4. Doxorrubicina combinada con paclitaxel. La gráfica de barras denota 

el efecto de PTX después de 24 horas sobre los modos de muerte celular. El 

marcaje con yoduro de propidio (PI) incrementó significativamente con respecto 

al control. El área cubierta por las células vivas (LC) no disminuyó 

significativamente en comparación con el control. A la derecha se muestra un 

gráfico de barras con la composición de la fracción celular por día durante 4 horas. 

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

 

El efecto del PTX combinado con la DOX está ampliamente reportado en tener un 

efecto inhibitorio sinérgico en el crecimiento de varias líneas celulares de cáncer 

de mama46,47. Los resultados (Figura 5.4) no muestran incrementos adicionales en 

los porcentajes de AP o de inhibición 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 anteriormente48. Factores 

numerosos contribuyen a la resistencia a paclitaxel en una población celular dado, 

y se determinó que estos factores son almamente variables. Por lo tanto, el 

mecanismo exacto de su acción no está claro48,49.  

5.5.3 Efecto del tratamiento metronómico con paclitaxel. 

La eficacia del paclitaxel se evaluó a una concentración muy baja en un período de 

5 días. Se observó que esta droga tuvo un gran efecto en LC (Figura 5.5), causó 

tanto la disminución en el área de LC, así también un incremento en el área celular 
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ocupada por AP con respecto a los controles (Figura 5.5). El área de células con 

AG y PI permaneció casi constante durante los mismos períodos de tiempo. 

Se determinó que el tratamiento metronómico LDM con PTX conduce a un 

porcentaje más alto de células que pasan por AP y una disminución considerable 

en el porcentaje total de células vivas. La terapia LDM ha sido ampliamente 

reportado en los años recientes en ensayos clínicos y en estudios in vitro utilizando 

PTX a concentraciones muy bajas50,51,52. Se encontró que el PTX en LDM induce 

AP e inhibe el crecimiento celular (Figura 5.5), por lo que sugiere que éste induce 

muerte celular mitótica mediante la disrupción de la dinámica de microtúbulos y 

la activación de puntos de revisión del ensamblado del huso acromático (SAC, por 

sus siglas en inglés spindle-assembly checkpoint). Adicionalmente, una de las vías 

proapoptóticas evaluadas fue AG. Sin drogas, se observa que el porcentaje de 

células en autofagia no disminuyó durante el período de tiempo de varios días, en 

contraste permaneció constante. Aparentemente, este mecanismo puede proveer 

energía extra y recursos a las células cancerosas, lo cual promueve su 

supervivencia en los dispositivos de microfluídica. El porcentaje de células AG 

permaneció 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 inducción de vías 

proapoptóticas52. 

En resumen, fue posible la caracterización del crecimiento de células de cáncer de 

mama en las microcámaras y caracterizarlas durante diferentes tratamientos. Se 

encontró que el PTX con LDM es el mejor tratamiento para inducir apoptosis en 

estas células en LOC. Además, la vía AG mostró un mecanismo inesperado para 

estas células para que sean capaces de adaptarse al crecimiento en LOC, así como 

también al tratamiento de drogas. 
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Figura. 5.5. Efecto de paclitaxel (PTX) comparado con el control (B) durante 5 

días a concentración baja de PTX. El gráfico de barras denota el valor del 

porcentaje de área cubierto por células para cada modo de muerte celular estudiado. 

A la izquierda, el proceso de apoptosis (AP) incrementó significativamente en 

comparación al control, y el área cubierta por las células vivas (LC) disminuyó 

significativamente con respecto al control. A la derecha se muestra un gráfico de 

barras que describe los resultados de la composición de la fracción celular por día 

durante un perío de 5 días. (**) y (*) indica las diferencias significativas de cada 

día 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 

cuantificación de la dosis de drogas de células vivas, muertas, en autofagia y 

células apoptóticas. LOC permiten comparar dos tratamientos diferentes para las 

células de cáncer de mama. El tratamiento metronómico (LDM) reportó una 

disminución considerable en el porcentaje total de células vivas y un incremento 

de células AP con respecto a los controles. En conclusión, 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 

parámetros específicos de cultivo. Los dispositivos LOC pueden ser considerados 

una tecnología nueva para ser usados como un complemento o remplazo de 

estudios tradicionales en dosis metronómicas de drogas con tratamientos y 

esquemas diferentes. 
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6.1.  Introducción. 

6.1.1 Electroforesis capilar. 

La electroforesis convencional fue introducida, por el químico sueco Arne Tiselius 

en 1930, pero hasta 1937 no se desarrolló el primer aparato de electroforesis 1. 

La electroforesis (electro= electricidad, foros= llevar) es una técnica de separación 

que consiste en la migración de iones cargados, debido a la atracción o repulsión 

por un campo eléctrico. De esta forma, al aplicar un campo eléctrico (E), los 

aniones (negativos) migrarán hacia el ánodo (positivo) y los cationes (positivos) 

migrarán hacia el cátodo (negativo). Las especies neutras, no se moverán 2. La 

electroforesis convencional se ha usado para provocar la migración de moléculas 

a través de diferentes medios como geles, papel de filtro o acetato de celulosa. Esta 

técnica muestra inconvenientes como: tiempos de análisis largos, reproducibilidad 

baja y dificultad de automatización. Con la finalidad de optimizar estos problemas, 

se desarrolló 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 3 en 1967. Estudios posteriores demostraron las 

ventajas de disminuir el diámetro4,5. Finalmente, en 1981 Jorgenson y Lukacs6 

introdujeron capilares con un diámetro de 75 μm. Fue en ese momento cuando se 

dio lugar al comienzo de la electroforesis capilar7 

6.1.1.1 Fundamentos básicos. 

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 migración de iones en el interior del capilar. Este 

campo es generado por dos electrodos sumergidos en una solución, de tal manera 

que cada una de las especies iónicas migrará a distinta velocidad por el interior del 

capilar, en función de la relación carga/tamaño. 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, electroquímico (ED)8. 
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6.1.2 Parámetros físicos 

Uno de los parámetros responsables del movimiento de las especies dentro del 

capilar es el flujo electroforético, que viene caracterizado por la velocidad (ve) y 

la movilidad electroforética (μe). La velocidad electroforética se define como la 

velocidad de migración de las distintas especies de una muestra en el interior del 

capilar por la acción de un campo eléctrico8:  

 

Ecuación 6.1  𝑉𝑒 = 𝜇𝑒𝐸 = 𝐿𝑒𝑓/𝑡𝑚 

 

Donde E es el campo eléctrico 𝐿𝑒𝑓 es la longitud efectiva del capilar y 𝑡𝑚 es el 

tiempo de migración de la especie. La movilidad electroforética dependerá de la 

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

 

Ecuación 6.2   𝜇𝑒 = 𝑉𝑒/𝐸 =
𝑞

6𝜋𝜂𝑟
 

Donde 𝑉𝑒 es la velocidad electroforética, r es el radio de las moléculas y 𝜂 es la 

viscosidad del medio. Los capilares son generalmente de sílice fundida y tienen 

grupos silanol (R‐Si‐ OH) en su superficie. Éstos, en función del pH (pH>3) están 

cargados negativamente (R‐Si‐O‐). 

Estas cargas atraerán fuertemente a las cargas positivas de la solución tampón, 

originando una capa fija de iones. Como la densidad de cargas negativas no se llega 

a compensar totalmente, es atraída otra capa de cationes. Esta nueva capa se 

encuentra más lejos de los grupos silanol y, por tanto, no está tan fuertemente unida 

a ellos, generándose lo que se denomina capa móvil. Estas dos capas forman la 

llamada doble capa “difusa” o doble capa eléctrica. De este modo, cuando se aplica 

un campo eléctrico, los cationes de la capa móvil son impulsados hacia el cátodo 

arrastrando con ellos todo el conjunto de la disolución, dando lugar al flujo 

electroosmótico8 (EOF) (Figura 6.1). 
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Figura. 6.1. Formación de la doble capa eléctrica y generación del flujo electro 

osmótico. 

 

El EOF es responsable de la migración de las especies dentro del capilar. Es el 

movimiento relativo de un líquido con respecto a una superficie cargada bajo la 

acción de un campo eléctrico y permite la separación simultánea de cationes, 

aniones y especies neutras. Este flujo tiene una velocidad electro-osmótica 𝑉𝑒𝑜, y 

una movilidad electro-osmótica 𝜇𝑒𝑜  características; proporcionales al potencial 

zeta ζ (que depende del material de las paredes), a la constante dieléctrica (ε) y al 

campo eléctrico (E=V/cm); e inversamente proporcional a la viscosidad (η) según 

las ecuaciones8: 

 

Ecuación 6.2  𝑉𝑒𝑜 = 𝜇𝑒𝑜 . 𝐸 

 

Ecuación 6.2  𝜇𝑒𝑜 =
𝜁.𝜀

4𝜋𝜂
 

 

El flujo electro-osmótico 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 

presión, que da lugar a flujos laminares y parabólicos (Figura 6.2.B), que ya se 

discutieron en el capítulo 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 eficacia8. 

 

 

 

Figura. 6.2. Perfiles de los flujos (A) y electro-osmótico (B) por presión. 

 

Existen diversas variables que pueden modificar el EOF como: el campo eléctrico 

(Cambios proporcionales en el EOF), la concentración o fuerza iónica de la 

disolución reguladora (Cambios inversamente proporcionales en la potencial 

zeta), el pH disolución reguladora (Aumento del EOF al aumentar el pH), la 

temperatura (Cambios en la viscosidad y el EOF) y surfactantes8.  

 

Una formad de controlar el EOF consiste en adicionar surfactantes en las 

disoluciones reguladoras empleadas. Estos aditivos actúan aumentando, 

disminuyendo o incluso cambiando el sentido del EOF. Pueden ser aniónicos, 

como es el caso del dodecilsulfato sódico (SDS), catiónicos como el bromuro de 

cetiltrimetilamonio (CTAB) o neutros como el Tween 208. 

6.1.2.1 Parámetros que afectan a la separación. 

Existen tres parámetros que definen la calidad de una separación, relacionados con 

el voltaje aplicado, las movilidades y la longitud de los capilares. Los parámetros 

son; tiempo de migración, eficacia, resolución. 

• Tiempo de migración 

Uno de los principales objetivos de las técnicas de separación es la disminución de 

los tiempos de análisis, los cuales vendrán determinados por los tiempos de 

migración de cada especie. El tiempo de migración de una especie dependerá de la 
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longitud del capilar, la movilidad electroforética (μe), electro-osmótica (μeo) y del 

campo eléctrico aplicado: 

Ecuación 6.3  𝑡𝑚 =
𝐿𝑒𝑓

𝜇𝑎𝐸
=

𝐿𝑒𝑓 𝐿𝑇

(𝜇𝑒+𝜇𝑒𝑜)𝑉 

Donde 𝜇𝑎 es la movilidad aparente 𝜇𝑒 + 𝜇𝑒𝑜 , 𝐿𝑒𝑓 es la longitud efectiva del capilar 

y 𝐿𝑇 es la longitud del capilar. Según esta expresión, cuanto menor sea el tamaño 

canal y mayor el voltaje y las movilidades, los tiempos de migración serán menores 

provocando que el análisis sea mas corto.  

• Eficacia 

Este parámetro viene determinado por el número de platos teóricos (N) que se 

consiguen en un determinado capilar. Una mayor eficacia vendrá condicionada por 

el tiempo de migración de las especies y de la anchura de pico, relacionados según 

la ecuación: 

Ecuación 6.4  𝑁 = 16 (
𝑡𝑚

𝑤
)

2
 

Donde 𝑡𝑚 es el tiempo de migración de las especies y 𝑤 es la anchura del pico de 

la base. Donde a partir de esa ecuación es posible determinar que cuanto más 

estrecho sea un pico y mayor tiempo de migración tenga, mayor será la eficacia de 

la separación. 

• Resolución (Rs) 

Es el grado de separación de dos componentes de una muestra y se puede calcular 

a través de la siguiente expresión: 

Ecuación 6.5  𝑅𝑠 =  ∆𝑡 = 2
𝑡2−𝑡1

𝑤1+𝑤2
 

Donde ∆𝑡 es la diferencia entre los tiempos de migración de las especies, w es el 

valor medio de los picos 𝑡2 − 𝑡1 tiempos de migración de las especies 1 y 2, 𝑤1 +

𝑤2 es el ancho del pico de las especies 1 y 2. De acuerdo con esta expresión 

mientras más estrechos sean los picos y mayor sea la diferencia entre los tiempos 

de migración, mayor será la resolución8. 

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 sílice de los sistemas de electroforesis capilar convencional. En los 
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últimos años se han empezado a usar materiales poliméricos de precio más 

reducido en comparación con el vidrio y el cuarzo, como: el polimetilmetacrilato 

(PMMA)9‐11, (PDMS)12‐15, policarbonato (PC)16,17, polietilentereftalato (PET)18,19 

o poliéster20. Estos materiales se han venido usando en los últimos años debido a 

sus propiedades químicas y mecánicas, su bajo coste y su facilidad de manejo y 

fabricación. De todos estos polímeros, el PMMA y el PDMS son, probablemente, 

los más empleados en la fabricación de microdispositivos analíticos. Comúnmente, 

para la fabricación de microchips en materiales como el PDMS, vidrio pírex y 

cuarzo se usa la técnica de fotolitografía clásica, empleada en la industria 

microelectrónica21. En la bibliografía es posible encontrar diversas publicaciones 

que hacen referencia a diferentes métodos de fabricación de los microchips en 

materiales poliméricos22‐23. Para los microdispositivos utilizados en el este capitulo 

se utilizaron los polímeros utilizados en la flexografía como se detalló en el 

capítulo 2 y los trabajos publicados.  Desde su aparición se han desarrollado 

distintos diseños de microchips 24,25, pero el más utilizado y sencillo es el que se 

muestra en la figura 6.3. Éste consiste en dos canales en forma de cruz, uno de 

separación y otro de inyección. Al final de cada extremo se sitúa un depósito para: 

la disolución reguladora (A), la detección (B), la disolución del analito, ya sean 

patrones o muestra (de ahora en adelante se hará referencia siempre a muestra) (C) 

y desecho (D). A su vez, existen dos diseños para el canal de inyección. Según el 

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

 

 

Figura. 6.3. Esquema del diseño típico 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 más 

cultivados en el mundo. En Argentina, es uno los cultivos más importantes, con 

una superficie sembrada promedio de alrededor de 6,8 millones de hectáreas y una 

producción anual que varía entre los 19,9 millones de toneladas26. A nivel 

genómico, Triticum aestivum, es una especie constituida por tres genomas 

homólogos con secuencias de ADN repetitivo27,28. Por otro lado, la roya de la hoja 

es una de las enfermedades más importantes de este cultivo, cuyo agente causal es 

el hongo biotrofo Puccinia triticina, produce una disminución del rendimiento del 

5-10% 29. Además de afectar al rendimiento, existe una importante disminución 

del área verde fotosintética (en particular de la hoja bandera, última hoja previa a 

la espiga) y además consume una cantidad importante de agua y fotosintatos, 

afectando así la calidad del grano30.  

En Argentina esta enfermedad se propaga a través de urediniosporas (forma 

asexual del hongo). Las urediniosporas, al caer en las láminas de las hojas, en 

condiciones de humedad y temperatura óptimas germinan con un tubo germinativo 

que forma los apresorios y penetra por las estomas. Después el micelio se disemina 

por los espacios intercelulares del mesófilo de la hoja y esporula a los 12-15 días 

formando pústulas de uredosporos que son capaces de reiniciar de nuevo el proceso 

de infección en la planta e inclusive a grandes distancias llevados por el viento31 

Figura 6.4. 

 

 

Figura. 6.4. Roya de la hoja - Puccinia recondita. Daño en hoja de trigo (Louisiana 

State University AgCenter Archive, Louisiana State University AgCenter, 

Bugwood.org) 



Tesis doctoral Gustavo Iván Rosero Yánez. Capítulo VI 

 

UTN, Carrera Doctorado en Ingeniería, mención Materiales 113 

6.1.5 Mecanismos genéticos de resistencia de la planta 

Se han identificado genes que confieren resistencia a determinadas razas del 

patógeno que se denominan raza-específicos32. Varios experimentos realizados 

sobre herencia de la virulencia en el patógeno y de la resistencia en el hospedante, 

permitieron conocer un determinismo genético con algunos tipos de enfermedades, 

estableciendo una teoría de la relación gen a gen. Esta teoría propone que la 

“Respuesta Hipersensible” (HR), solamente se manifiesta cuando el huésped posee 

al menos un gen de resistencia y el patógeno tiene el correspondiente alelo de 

avirulencia. Por lo tanto, otra combinación resultará en una reacción de 

susceptibilidad33. La relación gen a gen se pudo confirmar en la interacción del 

trigo y la roya de la hoja en estudios genéticos 34. 

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” 35. Actualmente hay dos tipos de 

genes Lr en función del estadio en el cual comienza a expresarse la resistencia. Los 

genes de plántula 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 expresión de la resistencia puede empezar en cualquier 

estadío posterior al de plántula, pero alcanzan su máxima expresión en la hoja 

bandera36. Por lo general se ha visto que los genes Lr otorgan resistencia raza-

específica y expresan la respuesta hipersensible 35  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 35.  

 

Hasta el momento se han clonado tres genes Lrs raza-específicos de plántula: el 

Lr1037, el Lr2138 y el Lr139 y tres Lr de resistencia de expresión en planta adulta; 

dos de amplio espectro: el Lr34 40 y el Lr67 41 y uno de resistencia especifica: el 

Lr22 42. Los genes de resistencia raza-específica usados en variedades comerciales 

confieren inicialmente buenos niveles de resistencia. Sin embargo, cuando el gen 

que otorga la resistencia es utilizado extensivamente por largos períodos de tiempo, 

aumenta la selección de nuevas razas del patógeno con la capacidad de infectar al 

cultivo. Consecuentemente, este tipo de resistencias es poco durables y su 

utilización en programas de mejoramiento requiere de una constante evaluación 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 FA43, que se comportan como resistentes 
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por largos períodos de tiempo aún luego de alcanzar una gran difusión 44. En todas 

ellas se han reconocido genes de expresión en planta adulta, permitiendo suponer 

una correlación positiva entre la presencia de estos y una posible durabilidad de la 

resistencia.  

La utilización de genes de resistencia representa una de las formas más económicas 

para el control de las enfermedades en plantas y de menor impacto ambiental, ya 

que elimina la necesidad de utilización de funguicidas. Evita además un recambio 

acelerado de variedades como se observa en los últimos años, donde la durabilidad 

promedio de la mayoría de las variedades comerciales es de alrededor de 3 años. 

En los últimos años la introducción de germoplasma de origen mejicano y más 

recientemente de origen francés, ambos con altos potenciales de rendimiento, pero 

con características sanitarias regulares, han determinado un uso creciente de 

paquetes tecnológicos que involucran el uso de agroquímicos con el consiguiente 

impacto económico-ambiental. La identificación de los genes responsables de la 

resistencia durable y el clonado de los mismos para hacerlos disponibles para su 

introducción mediante ingeniería genética y para el estudio de las bases 

moleculares de la resistencia a enfermedades, significarían un importante aporte 

en el logro de una agricultura sustentable, con el consiguiente beneficio económico 

social 45-50. 

6.1.6 Marcadores moleculares 

El desarrollo de nuevas técnicas de biología molecular permite una caracterización 

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 otros51-59, ha avanzado rápidamente en los 

últimos años permitiendo la construcción de mapas de ligamiento de notable grado 

de saturación, clonado posicional de genes, selección asistida y también la 

caracterización genómica o fingerprinting para determinar el grado de parentesco 

entre individuos de una población60,61,63,64. En particular, el uso de marcadores de 

ADN ligados a genes de resistencia en plántula y fundamentalmente en planta 

adulta facilita los trabajos de selección 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 o SSRs son los marcadores más utilizados en trigo 

(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). Básicamente, los SSRs se basan en 

la amplificación por PCR de fragmentos de ADN utilizando cebadores o “primers” 

específicos que flanquean arreglos de mono-di-tri-tetra o pentanucleótidos en 

tándem con altos niveles de variación basados en diferencias en el número de 

unidades repetidas en cada locus65.   

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 más de 50 años en Argentina 43,45. 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 LrSV1 y LrSV2 localizados en los cromosomas 2DS y 

3BS, respectivamente, y marcadores de ADN asociados66. En campo, las líneas 

que llevan los genes LrSV1 o LrSV2 reducen el número de pústulas a 60-65%, 

respectivamente, y a 55% cuando ambos están presentes66, sugiriendo que son 

factores importantes en la durabilidad de la resistencia observada en este cultivar. 

Además, se demostró que para la expresión 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/Lr3167. y que se denominó provisoriamente LrcSV2. Ambos genes 

se comportan como dominantes con efectos complementarios, de forma similar a 

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

Con respecto al gen LrcSV2, utilizando una población de 100 RILs (Líneas 

Recombinantes Homocigotas) del cruzamiento de Sinvalocho por la variedad 

susceptible Purple Straw, se había 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)68,69. Luego se hallaron nuevos marcadores ligados, dos de los 

cuales (FSs34 y FSs35) fueron diseñados a partir de secuencias de cóntigo del 

cromosoma 4BL utilizando la sintenia con Brachypodium distachyon. La 

incorporación de estos al mapa genético permitió reducir el intervalo blanco a 1cM 

entre los marcadores FSs34 (proximal) y gpw4388 (distal) y detectar un marcador 

cosegregante con el gen; el microsatelite wmc69270. Para obtener una mejor 

resolución del mapa es necesario incrementar el número de individuos segregantes 
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estudiados por lo tanto es necesario analizar una población F2 con los marcadores 

flanqueantes del gen. El objetivo de este trabajo que se encuentra desarrollado en 

este capítulo es el desarrollo y diseño de microcanales para electroforesis de ADN, 

fabricados en PDMS que permitan analizar un alto número de individuos 

segregantes en menor tiempo y con reducción del costo de materiales. La 

electroforesis se realizará utilizando un campo eléctrico de acuerdo con las 

moléculas estudiadas. A modo de ejemplo, se utilizarán 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-Gama1R (Ca02-G1R) 

de Puccinia triticina. El cultivar Purple Straw (P) es susceptible a esta raza. Se 

utilizó una población segregante de 388 F2s del cruce SV×P. Las plantas fueron 

cultivadas en el invernadero a temperaturas entre 15 y 25 °C en recipientes de un 

litro con 5 plantas por maceta. 

6.2.2 Aislamiento de ADN 

El ADN se aisló del tejido de la hoja. Brevemente, 300 mg de tejido foliar 

deshidratado se trituraron mecánicamente con el Tissue Lyser (Quiagen) y se 

añadieron 0.8 ml de tampón de extracción (Tris-HCl 100 mM pH 7.5, NaCl 700 

mM, EDTA 50 mM pH 8) a 65 ° C. Después de la incorporación de 100 μl de 

CTAB al 10% y 100 μl de SDS al 20%, las muestras se incubaron con agitación 

suave a 65 ° C durante 60 min. Una vez a temperatura ambiente, se agregaron 900 

μl de cloroformo / alcohol isoamílico (24: 1) y, después de 5 min de mezcla suave 

por inversión, se centrifugó durante 10 min a 14000 rpm. La fase acuosa superior 

se incubó con 5 μl de RNasa (10 μg / μl) durante 60 min a 37 ° C. Después de un 

segundo cloroformo /en la extracción con alcohol isoamílico, se añadieron 510 µl 

de isopropanol frío a la fase acuosa y se centrifugó durante 10 min a 14000 rpm. 
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El sedimento se lavó con 1 ml de etanol al 70%. y se re suspendió en 50 µl de H2O. 

La cantidad de ADN purificado se estimó por la absorbancia a 260 nm usando un 

espectrofotómetro (ND-1000, NanoDrop®). 

6.2.3 Amplificación de marcadores de ADN por PCR. 

Las amplificaciones por PCR se realizaron con 50 ng de ADN como plantilla en 

reacciones de 20 μl con 1,5 mM de MgCl2, DNTP 0,16 μM, 0,08 μM de cada 

cebador y 0,032 unidades/μl de la ADN polimerasa Taq (Invitrogen) en su 

correspondiente tampón (10x, sin MgCl2). El ciclo térmico consistió en siete ciclos 

de 30 sa 94 ° C, 30 sa 62 (reduciendo 1 ° C por ciclo) y 30 sa 72 ° C; 31 de ciclos 

30 sa 94 ° C, 30 sa 55 ° C y 30 sa 72 ° C; 11 ciclos de 30 sa 94 ° C, 30 sa 56 ° C y 

30 sa 72 ° C. Las secuencias del cebador fueron las descritas: gpw438871. 

6.2.4 Diseño de los microdispositivos para la electroforesis. 

Se diseñaron 3 dispositivos de microfluídica, utilizando Layout editor como 

paquete informático para el diseño; 

i) dos canales en forma de cruz, uno de separación y otro de inyección. Al final de 

cada extremo se sitúa un depósito para: la disolución reguladora (A), la detección 

(B), la disolución del analito (C) y desecho (D). (Figura 6.6i). 

ii) 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 metodología descrita en el 

capítulo II. Posteriormente, para fijarlos y evitar el corrimiento del gel durante el 

llenado se colocaron ganchos en los bordes que sujeten los vidrios. (Figura 6.6ii). 

iii) un molde maestro que contenía 10 canales y cada canal con su respectivo 

agujero para cargar las muestras, fabricado también con la metodología descrita en 

el capítulo II y cuyas dimensiones se pueden visualizar en la Figura 6.6iii. 
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Figura. 6.6. Dispositivos utilizados para la electroforesis. i). Diseño 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) Diseño del dispositivo de 

los nueve microcanales con dimensiones escaladas y con pocillos para las 

muestras.     

6.2.5 Fabricación de los dispositivos en PDMS. 

La fabricación de los dispositivos i) y iii) se realizó utilizando la metodología 

desarrollada y descrita en el capitulo II. Brevemente, el proceso de fabricación del 

dispositivo de microfluidos PDMS consta de tres pasos principales: (1) fabricación 

del molde maestro flexográfico de fotopolímero (Fmold), (2) fabricación de un 

molde macho de resina epóxica reutilizable (ERmold) utilizando el Fmold 

mediante copia de la réplica y (3) transferencia del ERmold en PDMS. El Molde 

maestro flexográfico de fotopolímero (Fmold): El fotopolímero Flexcel NX y la 
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capa TIL utilizadas en la fabricación de los moldes fueron suministrados por 

Eastman Kodak2472. Los pasos de fabricación del Fmold se han descrito en un 

trabajo anterior73. Brevemente la red de microcanales se diseñó con un paquete 

informático y el diseño fue transferido al TIL con una fuente de láser infrarrojo de 

2400 ppi. En el siguiente paso, se expuso la placa de fotopolímero 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 eliminó el TIL. Se utilizaron diferentes períodos de exposición a los 

rayos UVA en el reverso para controlar la altura de los microcanales. 

Posteriormente, la placa de fotopolímero se lavó con disolvente PROSOL N-1 

(suministrado por Eastman Kodak) a 360 mm.min-1 y se secó en estufa durante 30 

min a 50 ° C. Finalmente, la placa de fotopolímero 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 colocó en una estufa a100 

°C por 12 h y luego se trató en una cámara de vacío por 1 ha 25 °C, seguido de un 

proceso de limpieza en solución de etanol al 70% en baño ultrasónico por 7 min, 

secado a 40 °C por 10 min y con nitrógeno. El molde de resina epóxica (ERmold): 

disponible comercialmente y un agente de curado (Cristal-Tack, Novarchem - 

Argentina) se mezclaron con agitación manual durante 3 minutos en una 

proporción 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 

vertió sobre el molde Fmold y se curó a temperatura ambiente durante 72 h. 

Después del curado, el molde de resina epóxica se despegó del molde Fmold para 

formar el molde macho, este molde se conoce como ERmold. El PDMS se mezcló 

con el agente de curado en una proporción en peso de 10:1 (Sylgard 184 Silicone 

Elastomer Kit), como anteriormente descrito por Peñaherrera et al.26 Luego, la 

mezcla se colocó al vacío durante 30 min para eliminar las burbujas de aire, se 

vertió en el Ermold y se curó en una estufa a 40 °C durante la noche. Después del 

curado, la réplica de PDMS se despegó del molde y se perforaron los orificios para 

las entradas y salidas de los canales de 1 mm de diámetro. (Integra Miltex®Ted 

Pella, Inc). Finalmente, la réplica se unió de forma irreversible a una oblea de 

vidrio después de la exposición 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 actúa además 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 

más importantes y críticos a la hora de conseguir señales reproducibles. Éste ha 

consistido en hacer pasar a través de los canales del microchip una disolución de 

NaOH 0.1 M, durante 20 min. A continuación, se procede al lavado con H2O, 

durante 15 min. y finalmente se hace pasar la disolución de trabajo (Agarosa+TBE) 

durante 15 min. Los microchips de vidrio se han acondicionado con puntas de 

pipeta a la salida. Se añadió gel de agarosa 2% en tampón TBE 1X ((0,89 mM Tris, 

0,89 mM Ácido Bórico y 20 mM EDTA pH 8.0). El gel de agarosa se introdujo 

hacia el canal de separación justo hasta que el gel llegó a la unión en T, luego se 

llenaron todos los depósitos con tampón de electroforesis (1X TBE) y el chip se 

enfrió a temperatura ambiente. El gel de agarosa gelificó a temperatura ambiente 

y el chip quedó listo para usar.  

• Electroforesis 

La separación de los fragmentos se realizó utilizando una fuente de poder Biorad 

300 controlada manualmente que proporcionó los voltajes necesarios para la 

inyección y separación de muestras. En este trabajo, se sembraron 

aproximadamente 5-10 μL 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-1, entre los depósitos A y B (figura 

6.6i), la muestra migró a través del canal de muestra y, por lo tanto, llenó el área T 

del microchip. Después de un tiempo de inyección predeterminado ( 1min ), la 

separación electroforética comenzó aplicando un potencial entre los depósitos 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 microfluídica 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 trató 

con una solución de 9,50 µl de alcohol, 0,5 µl de ácido acético y 0,3 µl de Bind 

(PlusOne Bind- Silane. Amersham Biosciences), y se lavó posteriormente 3 veces 

con 10 ml de alcohol, en intervalos de 3 minutos. El otro portaobjeto se trató con 

40 µl de Gel Save (AppliChem).  Biosciences), y se lavó posteriormente 3 veces 

con 1 ml de alcohol, en intervalos de 3 minutos. El armado del dispositivo consistió 

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 

solución de acrilamida 5% Acri:bis (19:1), urea 7 M en buffer TBE 1X (0,89 mM 

Tris, 0,89 mM Ácido Bórico y 20 mM EDTA pH 8.0) a la que se agregaron los 

catalizadores Temed (1 µl/ml de gel) y Persulfato de amonio 25% en agua (1 µl.ml-

1 de gel). A los productos de amplificación se les agregó 10 µl de buffer de carga 

(10 mM NaOH, 0.05% Azul de Bromofenol, 0.05 % Xylene Cyanol y 95% (v/v) 

Formamida desionizada) y se desnaturalizó a 95ºC por 5 minutos. Luego se los 

colocó rápidamente en hielo. Para la resolución de los productos de amplificación, 

se sembraron 1-5 µl de la muestra y la electroforesis se realizó 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 incluyó un 

marcador de peso molecular (25 bp Invitrogen) y la visualización de la corrida 

electroforética se realizó mediante tinción con Nitrato de Plata (AgNO3) e 

Hidróxido de Sodio (NaOH).  

 

 

 

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

el ensamblaje de vidrios porta objetos (ii). 

6.2.8 Visualización de productos de PCR.  

Después del ciclo de PCR se añadió un volumen de tampón 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 incubación a 95 °C, se cargaron 7 μl 

en poliacrilamida desnaturalizante al 5%. los geles se sometieron a electroforesis 

en tampón TBE 0,5 × durante 90 min a 60 W. Los fragmentos separados se tiñeron 

con plata de la siguiente manera: incubación de 5 min en ácido acético al 0,05% - 

etanol al 10%, incubación de 10 min en 1,5 g / l de AgNO3 más 1,5 ml / l de 

formaldehído, 15 s de lavado en agua bidestilada e incubación en 15 g / l de NaOH 

más 2 ml / l de formaldehído hasta que los productos de PCR fueron visibles. La 

tinción se detuvo con ácido acético al 0,05% y etanol al 10%. Para los ensayos del 

ii) dispositivo de vidrio sección 6.2.8. 
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6.3.  Resultados y Discusión. 

6.3.1 Fabricación de los dispositivos para electroforesis.   

Con el desarrollo de los dispositivos se logró 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 diseñar y fabricar un verdadero dispositivo de microfluídica 

que permita realizar electroforesis. Para ello, se ha profundizado en el diseño y 

desarrollo de dispositivos. Así, uno de los primeros dispositivos diseñados y 

utilizados fue el dispositivo de PDMS en forma de cruz (i) ya que es uno de los 

más utilizados en la literatura y en varias aplicaciones75-77. 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 análisis y la obtención de los resultados se utilizó el 

dispositivo (ii). Los resultados obtenidos después de la amplificación, la 

electroforesis, y la tinción de los marcadores, ligados a la resistencia a roya66, 60  se 

muestran en la figura 6.9. El proceso resultó mucho más rápido que en el 

dispositivo (i) anteriormente descrito. En cuanto a la paralelización de las muestras, 

mostró la posibilidad de analizar dos muestras. En la Figura 6.9a, se muestra el 

dispositivo después de la electroforesis y de la tinción con Nitrato de Plata 

(AgNO3) e Hidróxido 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 tamaños en el gel. Esta diferencia en el tamaño 

de los fragmentos se debe al polimorfismo de tamaño de este marcador molecular 

entre las líneas 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. Visualización del polimorfismo del marcador gpw4388 por 

electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 5%, en las líneas parentales 

SV (Sinvalocho) y P (Purplestraw). 

Uno de los principales objetivos de las técnicas de separación es la disminución de 

los tiempos de análisis, analizando varios individuos en paralelo. Por esa razón se 

diseñó un nuevo dispositivo (iii) con nueve canales, con entradas independientes, 

como se muestra en la Figura 6.10. El nuevo dispositivo integra dos características: 

primero, la integración 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 haría la electroforesis 

en gel de poliacrilamida como se describió anteriormente. Este dispositivo 

permitiría, mejorar la separación8 al poseer un canal independiente de diámetro 

menor y uniforme para la migración por el efecto de la electroforesis en un capilar. 

Además, incrementaría la eficacia por poseer más platos teóricos, debido a la 

longitud del canal8. Finalmente, como se mencionó previamente el dispositivo 

también permite el análisis de hasta 9 muestras en forma simultánea. El diseño e 

implementación del dispositivo permitiría escalar e incrementar el número de 

análisis.  



Tesis doctoral Gustavo Iván Rosero Yánez. Capítulo VI 

 

UTN, Carrera Doctorado en Ingeniería, mención Materiales 126 

 

 

Figura. 6.10. Esquema propuesto para electroforesis en el dispositivo (iii) con 

canales de microfluídica y el ensamblaje de vidrios con gel de acrilamida 

independiente. 

6.4.  Conclusiones. 

Es posible la miniaturización de diferentes partes de la instrumentación analítica, 

sin perder su funcionalidad, así se han desarrollado tres modelos de electroforesis 

capilar con detección. La simplificación 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 fácil y rápida ahorrando 

tiempo y costos en materiales adicionales al montaje de electroforesis 

convencionales en geles de acrilamida. Así se han desarrollado la primera 

generación de dispositivos de microfluídica 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 podría utilizar para genotipar la población 

segregante utilizando menor cantidad de recursos. Y finalmente fue posible 

identificar otros recombinantes dentro del intervalo genético. 
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6.6.  Anexos 1 

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 infección artificial de etapa adulta de su progenie F3.  

RIL 46 X Relmo 

Siriri 

F2 F3 

Recombinante 
LrSV2-flanking markers 

(3BS) 

Ca02G1R (flag 

leaf) 

cfb3417 gwm533 R S P 3:1 P 9:7 

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 

s104 0 H 7 9 <0,01 0,23 

s155 H 1 11 7 0,14 0,43 

s167 H 1 13 3 0,41 <0,05 

s191 H 1 15 4 0,47 <0,05 

s240 H 1 13 7 0,21 0,28 

s263 H 1 0 17 <0,001 <0,001 

s283 0 H 0 19 <0,001 <0,001 

s298 H 1 17 0 <0,01 <0,001 

s299 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 ingeniería de 

materiales para investigar una novedosa forma de elaborar moldes maestros para 

la fabricación de dispositivos de microfluídica que podrían ser aplicadas en una 

variedad de áreas de investigación, donde un aspecto crítico es seleccionar una 

metodología de construcción de moldes para fabricar microdispositivos PDMS. En 

el capitulo II se demostró que el ERMold podría considerarse una buena opción 

para obtener réplicas de PDMS con topologías deseadas. Sorprendentemente, la 

metodología propuesta aquí permite fabricar moldes reutilizables con alta 

capacidad de replicación y que contiene estructuras que van de micrones a los 

milímetros. La funcionalidad y versatilidad de la metodología ha sido demostrada 

con éxito fabricando varias topologías microfluídicas. 

La utilización 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 tecnología contribuye positivamente a la evolución en el 

campo de la microfluídica ya que posibilita a los laboratorios de países en vías de 

desarrollo integrar a la microfluídica a sus estudios sin necesidad de un cuarto 

limpio (cleanroom). Resulta pertinente mencionar que los resultados del capítulo 

2 fueron publicados en la revista científica indexada Sensors and Actuators B: 

Chemical (https://doi.org/10.1016/j.snb.2019.03.062) 

Los resultados del capítulo III demostraron como el estudio de los perfiles de 

evolución de las corrientes han puesto en evidencia que es posible la fabricación 

de poros de forma controlada. Se encontró que las condiciones de voltaje, reactivos 

y temperaturas aplicadas durante el proceso de formación influyen sobre 

características relevantes de la fabricación, determinándose las condiciones 

óptimas para una temperatura de 84 ºC y HCl como agente de frenado. Por el 

contrario, bajo condiciones de temperatura a 65 ºC no se genera un ataque eficiente 

de la superficie del silicio y por tanto no es posible obtener poros en esta situación. 

Finalmente, el análisis de la evolución de las corrientes del proceso para 

condiciones óptimas de la fabricación permite caracterizar la formación 
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macroporos y ofrece un mecanismo altamente funcional para el control de su 

tamaño. 

En general el trabajo ofrece las siguientes posibilidades: 

1. Caracterizar el proceso de fabricación de macroporos bajo las condiciones

establecidas. 

2. Determinar condiciones óptimas de fabricación de macroporos

3. Provee una metodología económica, fácil y versátil para la fabricación de

macroporos. 

4. Lo anterior da lugar a la extrapolación y adecuación del procedimiento en una

metodología que permite la fabricación de nanoporos, generando así una 

herramienta de utilidad para el desarrollo tecnológico, tanto de la medicina como 

de la biología. 

Estos resultados fueron publicados en la revista Matéria Rio J. 

(https://doi.org/10.1590/s1517-707620180002.0461.) 

En el capítulo IV se logró la integración de un microporo en estado sólido entre un 

canal de microfluidos multicapa para la detección y el conteo de células. Dos 

fabricaciones económicas y accesibles fueron presentadas para fabricar los 

microporos y Microcanales PDMS. Los microporos de diferentes tamaños fueron 

obtenido por grabado directo bajo la concentración de agente de 50% en peso de 

KOH, temperaturas (40, 60, 80 C) y voltajes (100, 500, 1000 mV). Se comprobó 

que el perfil eléctrico depende del voltaje y la temperatura, mientras que la 

concentración del agente de ataque influye en las características morfológicas 

superficiales del poro. La caída de presión, esfuerzo cortante, parámetros de 

viscosidades de fluidos y tasas de flujo en cálculo mediante la simulación los cuales 

permitieron encontrar las condiciones óptimas para realizar la detección celular 

evitando el daño o deformación celular.  Por otro lado, la fabricación del microporo 

fue factible sin ser necesarias la litografía y equipos costosos como FIB para la 

fabricación de los microporos de estado sólido. La integración de multicapa con 

un solo microporo fue posible para la detección y recuento celular y permitirá el 

desarrollo de nuevas ideas y trabajos utilizando esta tecnología. Estos resultados 

fueron publicados en la revista RSC Advances (DOI: 10.1039/c9ra09939e).  
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En el capítulo V los resultados confirmaron la utilidad de LOC como un método 

eficaz para la cuantificación de las dosis de fármacos de: células vivas, muertas, 

autófagas y apoptóticas. LOC permitió comparar dos tratamientos diferentes para 

las células del cáncer de mama. El tratamiento metronómico (LDM) reportó una 

disminución considerable en el porcentaje global de células vivas y un aumento en 

las células sometidas a PA con respecto a los controles. En conclusión, los 

dispositivos LOC no solo tienen las ventajas ya conocidas, sino que también son 

una herramienta poderosa, ya que solo requieren pequeñas cantidades de reactivos 

y pueden usarse bajo parámetros de cultivo específicos. Los dispositivos LOC 

podrían considerarse como una tecnología novedosa para ser utilizada como 

complemento o reemplazo de los estudios tradicionales sobre dosis metronómicas 

de fármacos con diferentes tratamientos y esquemas. Cabe recalcar que los 

resultados de esta investigación han sido publicados en un preprint BioRxvi (doi: 

https://doi.org/10.1101/2020.07.16.188748) y actualmente están ya sumitidos a la 

revista PLUSONE. 

En el desarrollo del Capítulo VI El objetivo fue identificar otros recombinantes 

dentro del intervalo genético que contiene LrSV2 entre la población F2 de Si × 

R46 y el RIL y F2 poblaciones de SV × P mediante el uso de moléculas 

flanqueantes marcadores. Esto llevó a la identificación y mapeo de un gen 

complementario que interactúa 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). Además, se desarrolló con éxito la 

primera generación de dispositivos de microfluídica para marcadores asociados a 

genes de resistencia a la roya de la hoja del trigo. Y que será necesario continuar 

optimizando el proceso, demostrando que el trabajo generará futuros trabajos, así 

como continuidad a las ideas presentadas. 

Finalmente, el trabajo presentado permitirá con la nueva tecnología de fabricación, 

una nueva generación de dispositivos, para una amplia variedad de aplicaciones, 
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permitiendo el desarrollo de nuevos trabajos; tesis a bajos costos y fácil 

implementación de esta tecnología en cualquier laboratorio.  

El trabajo de mesada en el laboratorio, así como los experimentos ejecutados han 

dado como resultado copiosas publicaciones y han proporcionado nuevas ideas que 

se están desarrollando actualmente y las cuales están próximas a enviar para 

evaluación. 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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