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RESUMEN

El secretoma es una fuente importante de biomarcadores los cuales pueden
ser usados para la deteccion de diferentes patologias, presencia de toxinas y
otras alteraciones celulares. Sin embargo, existe un problema con el analisis
de estas proteinas: generalmente se encuentran en concentraciones
altamente diluidas y algunas tienen un tiempo de vida media muy bajo. Por
otro lado, el analisis convencional de secrecion de proteinas hace uso de
grandes poblaciones de células, lo cual puede enmascarar la heterogeneidad
celular, que a su vez evitaria el andlisis de subpoblaciones que pueden resultar

de vital importancia para el tratamiento de distintas patologias.

En este trabajo se propone que la optimizacion de un sistema microfluidico de
una sola capa que haga uso de perlas conjugadas con anticuerpos, pueda
resolver algunos de los desafios mencionados anteriormente mientras se
minimiza el nUmero de pasos, el tiempo de procesamiento, la cantidad de

reactivos y el equipo necesario para el analisis.

Lo anterior es realizado a través de simulaciones computacionales generadas
en el software COMSOL para dos fendmenos principales en el funcionamiento
del dispositivo: la difusidon-adsorcion del analito en la superficie de las perlas y
el flujo de captura de perlas y células. Para el primero, se utiliza el isotermo de
Langmuir para modelar la reaccion en superficie, asi como la ecuacion general
de conveccién-difusion para el transporte de masa que ocurre en la secrecién
del analito. Para el segundo se hace uso de las ecuaciones de Navier-Stokes
dentro del médulo CFD para modelar el flujo a través del dispositivo.

Usando los modelos anteriores, se modifican parametros como concentraciéon
de anticuerpo en superficie, la difusividad (para el modelo adsorcién-difusion),
ancho de canal de conexion y resistencia hidraulica (para el modelo flujo), para

encontrar el disefio que permite el funcionamiento aceptable del dispositivo.
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ABSTRACT

The secretome is an important source of biomarkers which can be used for the
detection of different pathologies, presence of toxins and other cellular
alterations. However, there is a problem with the analysis of these proteins:
they are usually found in highly diluted concentrations and some have a very
low half-life. On the other hand, the conventional analysis of protein secretion
makes use of large cell populations, which can mask cell heterogeneity, which
in turn would avoid the analysis of subpopulations that can be of vital

importance for the treatment of different pathologies.

In this work it is proposed that the optimization of a single layer microfluidic
system that makes use of antibody-conjugated beads, can solve some of the
challenges mentioned above while minimizing the number of steps, the
processing time, the number of reagents and the necessary equipment for the

analysis.

The above is done through computational simulations generated in the
COMSOL software for two main phenomena present in the operation of the
device: diffusion-adsorption of the analyte on the surface of the beads and the
capture flow of beads and cells. For the first, the Langmuir isotherm is used to
model the surface reaction, as well as the general convection-diffusion
eqguation for the mass transport that occurs in the secretion of the analyte. For
the second, the Navier-Stokes equations are used within the CFD module to

model the flow through the device.

Using the above models, parameters such as surface antibody concentration,
diffusivity (for the adsorption-diffusion model), connection channel width and
hydraulic resistance (for the flow model) are modified, to find the design that
allows acceptable operation of the device.



1 INTRODUCCION

1.1 SECRETOMAY CELULA UNICA

El secretoma celular estd compuesto por el conjunto de proteinas secretadas
por las células. Las proteinas secretadas, como hormonas, citocinas,
interferones, factores de crecimiento, entre otras, son de gran importancia para
diferentes funciones biolégicas tales como el crecimiento, la divisién, la

apoptosis y la sefializacién celular [1].

El proposito de la proteémica funcional es caracterizar la abundancia,
modificaciones post-traduccionales y cinética de las proteinas involucradas en
la progresion de una enfermedad, respuesta inmune y diferenciaciéon celular,
entre otras [2]. En las Ultimas décadas ha habido un interés creciente de este
campo por el estudio del secretoma en diversos rangos de muestras

biologicas, desde microorganismos hasta embriones humanos [3].

El secretoma es altamente dinamico y estrictamente regulado; su expresion
cambia durante el desarrollo de érganos y su maduracion, asi como resultado
de diversas patologias y estimulos ambientales. De esta manera, las proteinas
secretadas por la célula son una fuente valiosa de biomarcadores, ya que
éstas reflejan el estado de las células en tiempo real y en situaciones
particulares como las comentadas anteriormente [4,5]. Por ejemplo, citocinas,
quimiocinas y proteasas secretadas normalmente se asocian con funciones

inmunitarias [2].

Usualmente las proteinas secretadas en un medio in vitro por células de
interés son estudiadas para comprender mejor el mecanismo in Vivo
responsable de esta liberacion [4]. La caracterizacion de las proteinas
secretadas ayuda en el diagnéstico y tratamiento de patologias como
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, cancer y diabetes,

entre otras, asi como en la comprension de las vias bioldgicas involucradas y



los efectos que tienen las proteinas en otras células [5]. De los grupos de
proteinas mencionados anteriormente, uno muy importante es el de las
citocinas. Estas son un grupo de (glico)proteinas solubles que acttan de forma
no enzimética para regular la funcion celular, regularmente en concentraciones
de pico a nanomolar. Las citocinas, junto a los neurotransmisores, las
hormonas endocrinas y los autacoides, son parte de las cuatro clases

principales de moléculas solubles de sefializacion celular [6].

El estudio del secretoma es desafiante debido a las dificultades en la
recoleccion y preparacion de muestra, ya que entre otras cosas, las proteinas
secretadas generalmente estan altamente diluidas [3] (son secretadas en
concentraciones bajas) o tienen una vida media muy corta debido a la
degradacion proteolitica, asi como su absorcidn por las células durante el
periodo de incubacion y la asociacién con diferentes moléculas solubles [7].
Lo anterior hace que el analisis de concentracion de varias citocinas, u otras
proteinas, al final de largos tiempos de incubacién (como por ejemplo en los
ensayos tipo ELISA) pueda no revelar la presencia de moléculas importantes,

al encontrarse subrepresentadas [7].

Otros de los desafios en el analisis del secretoma in vitro es la muerte celular
y protedlisis inducidas durante la manipulacion de la muestra, ya que estos
eventos causan la expulsion de proteinas intracelulares, las cuales son dificiles

de distinguir de las proteinas secretadas [4].

Por otro lado, las mediciones de células individuales se han convertido en
importantes herramientas en el entendimiento y descripcion de la
heterogeneidad celular. Esta ultima consiste en la variabilidad entre célula y
célula de una misma poblacion respecto a una (0 mas) caracteristica medible,
pudiendo ser desde una simple molécula hasta cualquier parametro
morfoldgico o funcional cuantificable [8]. La Figura 1 muestra la clasificacién
de la heterogeneidad celular basada en dicotomias presentada en el trabajo
de Huang [8]. La heterogeneidad se ha descrito en diversos tipos celulares y

ocurre incluso en linajes celulares de una misma célula progenitora. Aunque
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Figura 1 — Esquema de la heterogeneidad celular, organizado en una jerarquia de dicotomias. La
heterogeneidad genética se refiere a una diferencia en los genomas de células individuales en una
poblacién. La extrinseca es debida a diferentes factores ambientales actuando con diferente
intensidad en la poblacion. Es intrinseca por ruido temporal o poblacional. Se tiene macro
heterogeneidad cuando existe una variedad discreta de tipos celulares en diferentes estados,
manifestdndose como una distribucion multimodal en un histograma de poblacion. La micro
heterogeneidad es dentro de una poblacion celular uniforme y se observa como la variancia de una
distribucion de campana. Modificado de Huang [8].

aun no estd bien entendida, se piensa que la heterogeneidad se debe a
factores extrinsecos, tales como el ciclo celular y el microambiente
circundante, y factores intrinsecos como fluctuaciones en el ARN y la
abundancia proteinica. La mediciébn de sefales biol6gicas en muestras
globales puede enmascarar la heterogeneidad individual al promediar las
sefales de varias células. Lo anterior es perjudicial si el proceso de estudio es
dominado por tipos celulares inusuales o si se investiga las vias celulares de

sefializacion y respuesta a estimulos [9].

Ademas, la heterogeneidad celular no genética ha sido cada vez mas
reconocida como una caracteristica clave de muchos procesos de interés
como metastasis, respuesta tumoral a farmacos, biologia del desarrollo,
diferenciacion de células madre y respuesta inmune [2]. Por ejemplo, en el
contexto clinico, poblaciones de células T previamente creidas como

homogéneas, contenian diferentes subplobaciones con diferentes perfiles de
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secrecion de citocinas a través de un analisis de célula Unica. Estas diferencias
funcionales podrian servir para predecir la respuesta inmune del paciente a

ciertas terapias [2].

La posibilidad de aislar subpoblaciones de células resistentes a ciertas drogas,
como en el tratamiento de cancer y patogénesis microbiana, ha ayudado a
entender que conjuntos de células que constituyen menos del 1% de la
poblacion total pueden ser las mas importantes a erradicar durante el
tratamiento [10]. En afios recientes, el andlisis de célula Unica de alto
rendimiento ha realizado diversos descubrimientos: raras subplobaciones
genéticas en tumores, mecanismos de resistencia antibiotica en bacterias,
variaciones célula-célula durante la diferenciacion de células madre y la
respuesta inmune a patégenos [10]. Por lo tanto, mediciones de célula Unica
son criticas para un mejor entendimiento de la heterogeneidad, sefializacion
celular, diferenciacion y respuesta inmune. Los métodos tradicionales para la
medicion de proteinas, tales como Western blot, espectrometria de masa y
ELISA, son enfoques basados en poblacion que pueden enmascarar la
heterogeneidad molecular subyacente, ya que incluso células genéticamente

idéntica responden de forma variable al mismo estimulo [2,11].

Uno de los mayores retos para la medicion de proteinas en células Unicas es
la pequefia cantidad de proteina. En ciertas condiciones, proteinas con una
funcion relevante, tales como las fosfoproteinas estan presentes en bajas
concentraciones (10%-10* copias por célula). En determinados casos clinicos,
células recolectadas en sangre o tejido tienen un menor nimero de proteinas
qgue células provenientes de cultivos secundarios. Las mediciones en célula
Unica requieren de analisis extremadamente sensibles y de la minimizacion del
error técnico [2]. Se han desarrollado distintas tecnologias para medir ADN y
ARN de muestras de células Unicas, debido a la posibilidad de amplificar la
cantidad de analito de este tipo. Sin embargo, la medicion de proteina en célula
Unica se ha dificultado debido a la incapacidad de aumentar la concentracion

de la muestra, por lo que técnicas que utilizan volimenes grandes, en el rango



de microlitros, no son capaces de realizar mediciones en células individuales

[9].

Nuevos métodos deben ser desarrollados para estudiar células de forma
individual y a su vez enriquecer la concentracion de proteinas secretadas en
el medio a analizar [1]. La microfluidica combinada con inmunoensayos puede
resolver algunos de los desafios mencionados anteriormente, ademas de
minimizar el nimero de pasos, el tiempo de procesamiento, la cantidad de

reactivos y el equipo necesario para el analisis [7].

En las uUltimas décadas, se han desarrollado numerosos dispositivos para el
analisis protedmico de células individuales. Métodos basados en microfluidica
han ido emergiendo como herramientas para las mediciones protedmicas de
células individuales [9]. Por ejemplo, McDonald et al. [12] desarrollan una
herramienta que permite la deteccion de proteinas individuales secretadas por
células individuales sin necesidad de marcadores. La técnica utilizada esta
basada en la dispersion interferométrica (iISCAT, por sus siglas en inglés). Esta
consistia en enfocar el haz de un diodo laser a una region cercana a la célula,

la luz dispersada por la proteina pasa a través de multiples cristales y espejos
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Figura 2 — Técnica iISCAT. (a) Esquema de la region detectada por el laser. (b) imagen filtrada
espaciotemporalmente (arriba) e imagen de iSCAT correspondiente. Barras de escala: 1 um.
Modificado de McDonald et al. [12].



hasta llegar al modulo iISCAT, como se aprecia en la Figura 2. En este método
no se tiene una separacion fisica entre células, sino que un concentrado de
muestra es depositado sobre el cubreobjetos y la célula de interés es
posicionada cerca de la regién de analisis con el uso de posicionadores
piezoeléctricos [12]. Aungue su tecnologia elimina la necesidad de marcadores
y periodos de incubacién largos, el equipo necesario no es comun, su

operacion requiere capacitacion y el analisis de los datos crudos es complejo.

En otro caso, Junkin et al. [13] disefiaron un chip microfluidico para el analisis
células individuales dentro de camaras aisladas de 1.35 nL. El dispositivo
utiliza cientos de valvulas para atrapar y mantener a las células, mientras
provee de estimulos dinamicos y mediciones no destructivas de secrecion,

posicion y morfologia. La medicién de moléculas secretadas es lograda con
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Figura 3 — Funcionamiento del dispositivo de Junkin et al. (a) Acercamiento a una de las decenas de
columnas funcionales. La flecha solida indica el movimiento de medio y la punteada el movimiento
de mezclado. (b) Acercamiento a la camara de captura con una célula atrapada (arriba), camara de
uniéon con una perla (en medio) y camaras de almacenamiento con otras perlas (abajo). (c)
Secuencia de operacion del ensayo. Las perlas se cargan en las camaras de almacenamiento, para
ser movidas a la camara de union. Estas se exponen al medio proveniente de la célula atrapada y
una vez acabado el proceso, las perlas son movidas de vuelta a las camaras de almacenamiento.
El proceso se repita para subsecuentes perlas, por lo que cada una de estas representa un instante
diferente de tiempo. Modificado de Junkin et al. [13].



un inmunoensayo fluorescente tipo sandwich basado en perlas. Estas perlas
son mantenidas en una seccion diferente a la de las trampas de células y
cuando son requeridas, las primeras son desplazadas por la accion de
diversas valvulas a través del dispositivo hacia una camara de union. De la
misma forma, el medio, junto a lo secretado por la célula atrapada, es movido
hacia la camara de union. Es entonces cuando en esta Ultima se produce un
mezclado gracias a una bomba peristaltica circular, lo cual logra aumentar la
eficiencia de captura. Al terminar el mezclado, la camara es lavada y las perlas
regresan a la seccion inicial. Ahi se proporcionan los anticuerpos de deteccién
necesarios para completar el ensayo sandwich y la intensidad de fluorescencia
obtenida es relacionada con el numero de proteinas liberadas por la célula. La
camara de union puede albergar varias perlas, lo que posibilita la deteccién de
diferentes tipos de proteinas de una sola célula al utilizar perlas con distintos
anticuerpos. El proceso anterior se representa en la Figura 3. Ademas, las
perlas pueden ser cambiadas después de una medicion inicial para asi poder
extender el tiempo de medicién [13]. Este dispositivo es bastante versétil; sin
embargo, utiliza técnicas de fabricacion bastante complejas ya que se hace
uso de cientos de valvulas para su funcionamiento. Ademas, esta misma
complejidad reduce la capacidad de analisis de células individuales al solo ser
posible utilizar 40 cAmaras de aislamiento.

Biosensores basados en perlas y arreglos de hanopozos son utilizados por An
et al. [14] para estudiar cientos de células NK ex vivo, revelando que el fenotipo
CD16* es responsable de la secrecion temprana de IFN-y, lo cual muestra la
existencia de subpoblaciones de células NK polifuncionales (secrecion de
citotoxinas e IFN- y), lo cual podria ser de interés en inmunoterapia. Los
autores utilizan nanopozos (denominados asi por su capacidad volumétrica,
~0.2 nL) con un area de 50 x 50 um y una profundidad aproximada de 84 um
fabricados en PDMS en los cuales depositaron perlas de 3 um de didmetro
funcionalizadas con anti-IFN-y. El uso de esta configuracion de nanopozos
abiertos permite un mejor monitoreo del destino celular al permitir un

intercambio de gases y nutrientes continuo, evitando al mismo tiempo el
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Figura 4 — Diagrama del funcionamiento de un nanopozo. (a) Esquema para la deteccion de IFN-y
secretado por células NK individuales utilizando nanopozos. (b) Seguimiento de la actividad
secretora de una célula NK dentro de un nanopozo. El tiempo de secrecién es a los 90 min. Barra
de escala: 10 um. (c) Ejemplos representativos de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las
perlas al activarse las células individuales. Modificado de An et al. [14].

aumento artificial en zonas localizadas de analitos, caracteristica comun de
sistemas cerrados. A todo esto se agrega la posibilidad de estudiar mas de 3
500 células individuales [14]. La muestra Figura 4 un esquema del
funcionamiento del principio de este dispositivo, asi como datos obtenidos
experimentalmente.

Por parte de nuestro laboratorio, Cedillo-Alcantar [15] desarrollé un dispositivo
microfluidico basado en trampas hidrodinamicas para la captura de células y
perlas individuales, donde estas ultimas pueden ser utilizadas como



biosensores, con la posibilidad de detectar proteinas secretadas por las
células atrapadas. El sistema microfluidico se esquematiza en la Figura 5 y
como se puede ver consiste en tres canales paralelos: el canal central es el
mas ancho y sobre sus bordes se localizan las trampas, las cuales se
comunican con los dos canales laterales a través de un pequefio conducto de
conexion. Los canales laterales y de conexion sirven para dirigir el flujo y de
esta manera direccionar las perlas o células hacia el lado deseado del canal
central. Para el disefio de este dispositivo se hizo uso de simulaciones en el
software COMSOL para validar el sistema de direccionamiento por los canales
laterales y encontrar el esfuerzo cortante al que estarian sometidas las células
dentro de las trampas. Estas simulaciones confirmaron la posibilidad de dirigir
el flujo hacia un lado del canal central y mostraron que el esfuerzo de corte
sobre las células capturadas es menor a 250 Pa, valor mucho mayor al rango
de 1-70 Pa encontrado normalmente en arterias [16]. No obstante, la autora
realizé pruebas con células monociticas THP-1 y encontré que la viabilidad
celular era del 97%, aunque con una eficiencia de captura de perlas y células
del 58% [15].
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Figura 5 — Esquema del dispositivo de Cedillo-Alcantar. (a) Diagrama del dispositivo completo
(arriba), acercamiento a los tres canales paralelos con trampas (en medio) y acercamiento a las
trampas (abajo). (b) Esquema tridimensional del sistema con tres canales paralelos. El canal central
tiene trampas a sus lados, de uno para células y del otro para perlas. Las trampas se concentran a
los canales laterales por canales estrechos llamados de conexién. Modificado de Cedillo-Alcantar
[15].



El sistema propuesto por Cedillo-Alcantar [15] es sencillo y factible de producir,
aunque se tienen aspectos a mejorar como la disminucion del esfuerzo
cortante al que se ven sometido las células, aumentar la eficiencia de captura
tanto de perlas como de células, asi como disminuir la contaminaciéon entre
trampas, ya que el dispositivo no provee de un confinamiento a las células y
perlas, por lo que no se asegura que no haya un intercambio de particulas

entre distintas trampas.

1.2 MODELO COMPUTACIONAL

El modelado computacional es el uso de computadoras para simular y estudiar
el comportamiento de sistemas complejos utilizando como base un modelo
matematico. Los resultados de las simulaciones ayudan a realizar predicciones
sobre que podria pasar en el sistema real estudiado en respuesta a
condiciones cambiantes. Estas simulaciones facilitan la investigacion al
realizar cientos de experimentos con distintas variables en un tiempo
relativamente corto, a partir de donde se podran identificar los experimentos
fisicos que tienen mayor probabilidad de ayudar a encontrar la solucion del

problema estudiado [17].

La creacion del modelo matematico a partir de un problema fisico requiere
ciertas suposiciones que llevan a la definicion de ecuaciones diferenciales que
lo gobiernan bajo ciertas condiciones iniciales y de frontera. Estas ultimas son
valores fisicamente significativos que la solucion debe tener en ciertos puntos
del dominio para ser valida [18]. Sin embargo, la solucién exacta para este
sistema de ecuaciones, que satisfaga todas las condiciones de frontera, es
posible solo para modelos matematicos relativamente simples. En general,
procedimientos numéricos deben ser empleados para resolver el problema
[17].

El andlisis de elemento finito (FEA, por sus siglas en inglés) es uno de los
métodos utilizados para la solucion de estos modelos [17]. El concepto general

de este es la discretizacion del dominio de interés, utilizando una malla
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conformada usualmente por triangulos, para poder encontrar soluciones
locales en estos componentes mas pequefios. El conjunto de soluciones
locales es entonces reagrupado para conformar una solucion global [18]. En
un inicio, el método de elemento finito fue desarrollado para el analisis de
problemas de mecanica estructural en ingenieria. Sin embargo, pronto se
reconocio que la técnica podria ser aplicada a la solucién de otras clases de

problemas, tales como el flujo de fluidos y transferencia de calor [17].

La solucién obtenida por elemento finito resolvera Unicamente el modelo
matematico y todas las suposiciones en este se veran reflejadas en la
respuesta predicha, es decir, la informacion obtenida solo sera la que se
encuentre en el modelo, el cual puede no corresponder a la realidad fisica. Es
por esto que la eleccibn del modelo matematico es crucial para el
entendimiento obtenido del fenédmeno [17]. De manera general, el diagrama
de la Figura 6 muestra el proceso de resolucién de un problema a través del

elemento finito.

Problema fisico Cambio c'ie] problema |<—
fisico

Modelo matematico
Gobernado por ecuaciones diferenciales

Suposiciones en
.

Geometria Mejora del modelo
Cinematica “ matematico
Carga
Condiciones de frontera
Etc
— —r — — — — 1. __________ — ot — — — .I
Solucién de elemento finito
Eleccion de

Elementos finitos
Densidad de malla
Parametros de solucion

A

Solucién por
P Representacion de
elemento finito

|

|

|

|

Carga |
de un modelo |
Condiciones de frontera |
|

|

|

Etc.

!

L

i v
i

matematico

Comprobacién de la precision de la Refinamiento de la malla,
solucion del modelo por elemento finito parametros de solucion, efc.
B p——— - — e ~

Interpretacion de resultados I—bl Refinamiento del analisis l—
44 Mejoras al disefio y optimizacién li

Figura 6 — Proceso del analisis de elemento finito. Modificado de Bathe [17].
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En el campo de la microfluidica, el empleo de modelos computacionales se ha
utilizado en distintas ocasiones para la medicion del desempefio de un
dispositivo antes de su fabricacion. Por ejemplo, Xu et al. [19] utilizan
simulaciones de dinamica de fluidos computacional (CFD, por sus siglas en
inglés) para determinar los parametros 6ptimos de geometria y velocidad en
su dispositivo de trampas hidrodinamicas. Un esquema del dispositivo de estos
autores, asi como una simulacion utilizada para comprobar la efectividad de
su andlisis, se muestra en la Figura 7. Como se observa, la trampa tiene como
base un canal rectangular con una entrada a la izquierda y salida a la derecha.
Al centro del canal se tienen una matriz de trampas trapezoidales. Un modelo
computacional en COMSOL Multiphysics fue desarrollado para este
dispositivo, el cual resuelve el fluido que desplaza a la particula, la dinamica
elastica de la particula y la interaccion entre el flujo y sdlidos. A través de una
selecciéon adecuada de malla, pasos de tiempo, los autores obtienen los
resultados mostrados en Figura 7(b). Estos muestran el desplazamiento de
una particula en el canal y se usa para validar la simulacién al compararse con
resultados experimentales. Este modelo es entonces utilizado para estudiar
diversas variables que no son facilmente medibles en modelos
experimentales. Por ejemplo, estos autores estudiaron el esfuerzo de von
Mises en la particula en diferentes tiempos. El esfuerzo de von Mises
representa una cuantificacion de la falla de un solido ante determinada carga.
La Figura 7(c) muestra los resultados en el tiempo final, en donde es posible
observar un esfuerzo méximo en los puntos de contacto de la particula con la
trampa. La investigacion de esfuerzos es Uutil si la particula representa
componentes bioldgicos (ej. células sanguineas), pues estos son sensibles a
la deformacion causada por estos esfuerzos. Xu et al. concluyen que su
modelo resulta util para estudiar no solo el desplazamiento de la particula, sino
diversos parametros dificilmente cuantificables por experimentos, como lo son

el esfuerzo, el campo de presion y de velocidad [19].
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Figura 7 — Funcionamiento de trampas hidrodindmicas de Xu et al. (a) Diagrama esquematico del
dispositivo microfluidico de trampas hidrodinamicas. Las trampas tienen una geometria de surcos
trapezoidales y se encuentran dispuestas en una matriz periddica. Una solucion liquida transporta
las particulas desde la entrada a la izquierda, a través del canal, hasta la salida a la derecha. Los
simbolos en el esquema representan: L, longitud del canal; W, ancho del canal; H, altura del canal;
v, ancho de entrada de la trampa; b, ancho de salida de la trampa; st, ancho de las paredes de
trampa,; si, longitud de las trampas; g1, distancia entre trampas de una misma fila; gz, distancia entre
filas de trampas. (b) Posicion de la particula en cuatro tiempos diferentes en experimento y
simulacién. La simulacion muestra ademas el campo de velocidad en color y las lineas de flujo en
blanco. (c) Esfuerzo de von Mises en la particula al segundo 1.191. El color representa la distribucion
de la magnitud del esfuerzo y los puntos, el maximo y minimo esfuerzo en la particula. Modificado
de Xu et al. [19].

Un dispositivo de trampas hidrodinamicas también fue disefiado por Sohrabi &
Packirisamy [20] con ayuda de un modelo computacional. EI esquema del
dispositivo se muestra en la Figura 8(a). Este consiste en un canal principal,
donde se encuentra dos filas de trampas trapezoidales opuestas, con una
entrada y salida. El principio bajo el cual estas trampas funciona es el de la
trayectoria con menor resistencia (explicado en mejor detalle en el capitulo 5),
donde la seccion detras de las trampas tiene una resistencia fluidica menor a
la del canal principal, por lo que las particulas tenderan a ir hacia este lugar,
guedando atrapadas en su intento. Los autores desarrollan un modelo CFD
para encontrar los pardmetros geométricos que optimizaran el desempefio del
dispositivo. Tres conjuntos de parametros son probados, y entre otras cosas,
se obtiene la probabilidad de captura de particulas para cada uno de los
disefios utilizados. Esta probabilidad fue calculada utilizando la razon entre el
flujo volumétrico pasando a través de la n-ésima trampa y el flujo total de
entrada. Los resultados se muestran en la Figura 8(b). Como se aprecia, el

disefio 3 es el que obtuvo la mayor cantidad de captura. Experimentalmente,
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Figura 8 — Optimizacion de trampas por Sohrabi & Packirisamy. (a) Esquema que muestra el
concepto de funcionamiento del dispositivo de resistencias fluidicas, donde Rm es la resistencia del
canal principal, la cual es mayor a la resistencia de los canales laterales Rs. También se muestran
las dimensiones en el dispositivo: W+, ancho de entrada de la trampa; Wi, ancho de la salida de la
trampa; d, longitud de la trampa; D, ancho de entrada; d, ancho de salida; L, longitud del canal; Ws,
maximo ancho del canal lateral; y 8, &ngulo de la fila de trampas. (b) ParAmetros geométricos para
cada disefio (arriba), muestra de simulacion de donde se obtienen las particulas a la entrada y las
que pasan por las trampas (abajo, izquierda) y probabilidad de captura para cada trampa en cada
disefio. (c) Micrografias de la captura de particulas para el disefio 1 y 3 después de 15 minutos bajo
las mismas condiciones de flujo. Modificado de Sohrabi & Packirisamy [20].

se compar6 el disefio 1 y 3 y lo obtenido de los resultados es que hay una
mejor eficiencia en las trampas del ultimo disefio, tal como lo predijo la
simulacién [20]. imagenes del experimento se pueden ver en la Figura 8(c). El
uso del modelo computacional es de nuevo validado por los experimentos, o
que permite utilizar al primero para el estudio de diferentes propiedades del

sistema.

Por otro lado, en microfluidica no solo se han utilizado los modelos
computacionales para entender la dinamica de fluidos en los dispositivos,
también se han creado modelos para estudiar el comportamiento de
biosensores. Por ejemplo, en el trabajo de An et al. [14] hablado anteriormente,
donde se integran arreglos de nanopozos y biosensores basados en perlas,

se hizo uso de simulaciones de elemento finito para encontrar la concentracion
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Figura 9 — Simulacion de perla en nanopozo por An et al. (a) Resultado de la simulacién después de
5 horas. En el volumen representado se tienen inmersos la célula secretora (10 moléculas/s) y una
perla donde se encuentran los anticuerpos en diferentes concentraciones superficiales. En color se
indican la concentracion volumétrica y la concentraciéon superficial de citocinas capturadas por
anticuerpos. (b) Variacion en la densidad de citocinas capturadas de acuerdo con la densidad de
anticuerpos sobre la perla en funcion del tiempo. Modificado de An et al. [14].

de anticuerpos sobre las perlas que permitiera una captura optima de
citocinas. La solucion se encontré utilizando el médulo de reaccion quimica de
COMSOL Multiphysics, el cual resuelve el modelo de balance de masas que
involucra la difusién de analito en el medio y su adsorcién sobre la superficie
de las perlas. Los resultados mostraron que el incremento de densidad de
anticuerpos en la perla no aumentaba significativamente la captura de analito
después de un rango de 1078-1077 mol/m?, por lo que este fue el rango de
densidad de analitos para cubrir las perlas. Ademas, en este rango, la
densidad citocina capturada incrementa linealmente con el tiempo, como se

observa en la Figura 9.

Un ejemplo més de modelamiento en biosensores es el trabajo realizado por
Zhan et al. [21]. Los ensayos de flujo lateral (LFA, por sus siglas en inglés) son
una clase de pruebas diagndsticas que utilizan nanoparticulas de oro (GNP,
por sus siglas en inglés) cubiertas de anticuerpos para detectar un analito de
interés al quedar atrapados en una membrana de captura, el complejo es
visible y es usado para determinar el resultado de la prueba. El funcionamiento
general se observa en la Figura 10(a). Zhan et al. Desarrollaron un modelo
computacional para estudiar la importancia del tamafio de las GNP en el

mejoramiento de un LFA. El modelo describe dos fendmenos principales de la
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prueba, el flujo por capilaridad a través del dispositivo y la reaccion entre el
analito, las GNP y la membrana de captura. Un primer caso se simulo sin
reaccion con el analito, para determinar la captura de las GNP por la
membrana. Los resultados se presentan en la Figura 10(b) y (c). Se observa
como el modelo predice que las GNP seran capturadas en forma de arco
menguante debido a la alta afinidad del anticuerpo en la membrana. Esta
misma geometria se observa también en pruebas experimentales, validando
el modelo. En la misma simulacion, se varié paramétricamente la constante de
reaccion efectiva, la cual se defini6 de manera proporcional a la superficie de

las GNP. Los resultados indican que una mayor superficie provoca una mejor
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Figura 10 — Estudio del comportamiento de un sistema LFA por simulaciones. (a) Esquema de un
LFA: (1) Zona de muestra, (2) zona de GNP, (3) membrana y (4) zona evaporativa. La membrana
de captura se encuentra indicada en rosa; la membrana de captura de control en rojo. (b) Esquema
del modelo solo con la reaccion GNP-membrana. A la izquierda los resultados de la simulacién y a
la derecha el experimento. Una mayor tonalidad roja indica mayor presencia de GNP capturadas. (c)
A laizquierda, resultados del modelo para la captura de GNP para diferentes constantes de reaccion
efectiva en funcién de la concentracion inicial de GNP; a la derecha, resultados experimentales de
sefiales térmicas para GNP de 30, 60 y 100 nm de didmetro. La comilla después de la letra indica
sefial visual y su ausencia sefial térmica. (d) A la izquierda, resultados del modelo para la captura
de GNP en funcién de la concentracién de analito inicial para diferentes constantes de reaccién
efectiva; a la derecha, resultados experimentales de sefiales térmicas para GNP de 30, 60 y 100 nm
de diametro. (e) Resultados visuales del modelo y del experimento. Modificado de Zhan et al. [21]
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captura de las GNP por la membrana. El segundo caso implicé la union tipo
sandwich entre el analito, GNP y membrana. Los resultados del modelo
muestran de nuevo que una mayor constante de reaccion efectiva aumenta la
captura de GNP en la membrana, aunque, ahora se presenta un efecto
“gancho” para ciertas concentraciones de analito. Sin embargo, la simulacién
también predice una captura no homogénea en la membrana de captura, lo
cual puede ser usado semicualitativamente para evitar el efecto gancho
también predicho [21]. Experimentos realizados después comprueban ambas

predicciones, mostrandose en la Figura 10(d).

Algo presente en todos los trabajos descritos anteriormente y otros tantos mas
en la literatura [22,23], es el uso del software COMSOL para el modelado del
fendbmeno de interés en cada investigacion. COMSOL es un paquete
computacional para el andlisis de elemento finito aplicado a diversos
problemas fisicos y de ingenieria, especialmente aquellos con fenébmenos
acoplados o de multifisica [23]. La versatilidad, flexibilidad y usabilidad de
COMSOL se deben a la facilidad con la que se pueden utilizar sus médulos
“add-on” (ej. médulo de reaccion quimica y CFD), asi como por la manipulacion
de las ecuaciones subyacentes de la fisica utilizada [24]. Esto ha posicionado
al software como uno de los preferidos cuando se trata de modelar un sistema

microfluidico y por la cual fue utilizado en la elaboracion del presente trabajo.

1.3 JUSTIFICACION

Como se menciond en parrafos anteriores, el interés por realizar estudios que
tomen en cuenta la heterogeneidad celular ha propiciado el desarrollo de
tecnologias capaces de realizar ensayos sobre células individuales,
solucionando los problemas que este analisis implica. En este trabajo, se ha
hablado especificamente de desarrollos para el andlisis del secretoma. Estos
hacen uso de métodos como la dispersion interferométrica [12] e
inmunoensayos [13,14] para la deteccion de analito (proteinas) y utilizan
trampas hidrodinamicas [15,19,20], nanopozos [14] y camaras operadas por

valvulas [13] como técnicas de captura.
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Los trabajos antes mencionados logran su objetivo, algunos con resultados
comparables a técnicas convencionales [14]. Es posible atribuir tal eficiencia
al uso de métodos computacionales que permitieron a los autores probar y
mejorar sus dispositivos en cuestiones como el disefio geométrico de las
trampas hidrodinamicas [19,20], los flujos de entrada [20,21], la concentracion
de anticuerpos en las superficies de deteccidon [14,21], sus constantes de

disociacion [21], entre otras.

De la misma forma, se pretende realizar un procedimiento similar con el
dispositivo de captura y analisis de célula Unica con perlas propuesto por
Cedillo-Alcantar [15], optimizando su diseiilo a partir de modelos
computacionales para asi lograr mejores resultados.
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2 HIPOTESIS

El uso de simulaciones permitira analizar el desempefio de un dispositivo de
trampas hidrodinamicas para el analisis de célula Unica por medio de perlas
funcionalizadas con anticuerpos y la posibilidad de optimizar su funcion.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Entender la cinética de adsorcion del entorno microfluidico con biosensor
basado en perlas para el andlisis de célula Unica y el sistema de captura
hidrodindmica a través de simulaciones para la optimizacién del dispositivo

microfluidico.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar el andlisis del modelo computacional para la secrecion y
adsorcién de analito, por parte de la célula y perla en el dispositivo.

e Modificar los pardmetros pertinentes a la geometria del canal principal,
las tasas de adsorcién/desorcion, nimeros de sitios de union y
difusividad en el modelo para sugerir una mejora en el disefio que
aumenta la cobertura y disminuya la contaminacion.

¢ Realizar el andlisis del modelo computacional para el flujo de captura
en el dispositivo.

e Modificar parametros geométricos del canal principal y los canales
laterales en el modelo para sugerir una mejora en el disefio que
aumente la tasa de captura de perlas y células, asi como reduccién

del esfuerzo cortante.
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4 DIFUSION Y ADSORCION DE ANALITO

4.1 MARCO TEORICO

Una gran parte de las mediciones realizadas en biologia requieren de una
reaccion del analito en solucion con receptores sobre una superficie. Por
ejemplo, los microarreglos de ADN vy proteinas, la resonancia plasmaonica de
superficie (SPR, por sus siglas en inglés) y los inmunoensayos [25]. En estos
altimos, existen ciertas tecnologias en donde los receptores (también llamados
ligandos o0, mas especificamente, anticuerpos) se encuentran anclados a
particulas que proveen una facil deteccion y manipulacion. Estas particulas
biofuncionalizadas son entonces utilizadas para la captura de biomarcadores
especificos (analitos) [26], funcion ejemplificada en trabajos como [13,14,21],

que se describen en la seccion anterior.

El principio de estas tecnologias puede representarse como reacciones en una
superficie funcionalizada con receptores en una interfaz sdlida-liquida. En lo
anterior es posible diferenciar dos eventos principales: la reaccién de

superficie y el transporte de masa [22].

En la reaccion de superficie, el analito se une a los ligandos sobre esta ultima,
formando un complejo ligando-analito:

[A]s + [B] 2 [AB]. (4.1)

Mientras que, en el transporte de masa, el analito se mueve de la solucién en

el volumen hacia la superficie de reaccion:
[A], 2 [Als, (4.2)

donde [A], es la concentracién de analito en el volumen, [A]; es la
concentracion de analito en la superficie, [B] es la concentracion de ligando
funcionalizado en la superficie y [AB] es la concentracion de ligando-analito en

la superficie.

20



En el caso de biologia molecular, se asume que la mayoria de las reacciones
gue involucran uniones reversibles obedecen al isotermo de Langmuir, por lo
que este es el utilizado para modelar los fendmenos de adsorcidén/desorcion
[27]. El isotermo de Langmuir es esencialmente un sistema de primer orden
entre las moléculas en el volumen en la interfaz (es decir, las moléculas sobre
la superficie, [A]s ) y los sitios disponibles para adsorcién (receptores o
ligandos libres, [B], — [AB]), con una tasa de adsorcion k,, y una tasa de

desorcion k, ¢, [28]. Este sistema puede ser escrito como:

0[AB]

ot = kon[A]s([B]O —[AB]) — koff[AB]' (4.3)

cuyas variables [AB], [A] y [B], tienen unidades de concentracion (ej. M), k,,

tiene unidades de eficiencia ((M - s)™") y ko de tiempo inverso (s~*) [29].

Si se asume que [A]; es un valor constante, la ecuacion (4.3) es facilmente

resuelta, obteniendo lo siguiente:
[AB] = [AB]imax(1 — exp(—t/T&)), (4-4)

en donde [AB]lnax = [Als[Blo/([A]ls + Kp) es la concentracion de complejo

alcanzada en el equilibrio, K, = k,¢¢/k,, €s la constante de disociaciony 7, =

(konlAls + koff)_l es el tiempo caracteristico de la reaccion [25].

La constante de disociacion, K, representa la concentracion de analito a la
cual los sitios de unién estaran ocupados en un 50%, por lo que esta es una
medida de la fuerza de interaccion: una baja K, representa una alta afinidad.
Preferente, esta constante debe estar dentro del rango dindmico del sensor,
es decir, dentro de las concentraciones de analito que se desean detectar [30].
Por otro lado, el tiempo caracteristico Tz describe el tiempo para que la
reaccion alcance el equilibrio. En concentraciones altas ([4] » Kp), el tiempo
caracteristico refleja cuanto tiempo necesita la tasa k,, para entregar
suficientes moléculas a la reaccion, mientras que en soluciones diluidas ([4] <

Kp) expresa el tiempo requerido para la desunion [25].
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Lo anterior es una simplificacion que asume que las moléculas de analito son
puestas en contacto inmediato con la superficie de reaccién, siendo la tasa de
reaccion obtenida la més rapida posible para el sistema [31]. Sin embargo, rara
vez la tasa de reaccioén intrinseca (como se le llama a esta) es la observada,
puesto que el transporte de masa juega un papel critico en la cinética de

reaccion, especialmente en bajas concentraciones [32].

El transporte de masa puede describirse a través de la ecuacion general de

conservacion:

)
— = _V-N+R,, (4.5)

donde N = —D - V[A] + u[4] es la tasa de flujo molar, D es el coeficiente de
difusién de analito en el solvente, u es el perfil de velocidad del fluido y R, es
la tasa de reaccion de analito en el volumen [27]. El lado izquierdo de la
ecuacion (4.5) representa el cambio de concentracion local, mientras que el

lado derecho al transporte por difusion y conveccion.

La tasa de flujo molar del analito hacia la superficie reactiva se encuentra
acoplada a la tasa de reaccién en la superficie, dando lugar a la siguiente

condicion de frontera:

(4.6)

para la cual, t es el vector unidad de la superficie, perpendicular y apuntando

hacia el medio.

En un caso simplificado, se considera una conveccion nula y ausencia de
reacciones en el volumen, por lo que el flujo molar se da puramente por
difusién. Esta ultima representa el flujo de particulas en cierta direccion del
volumen como consecuencia de un movimiento aleatorio o Browniano. El

movimiento esta caracterizado por la ecuacion de distancia:

< x >%=qDt, 4.7)
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donde < x >? es el desplazamiento cuadratico medio y g es una constante
numerica que depende de la dimensionalidad (g = 4 para 2 dimensiones y 6
para 3 dimensiones). El coeficiente de difusion D es caracteristico para cada
tipo de molécula y el solvente donde se encuentra, siendo afectado por
diferencias en el tamafio del soluto e interacciones no covalentes. El D se

encuentra definida formalmente por la ecuacion de Stokes-Einstein:

kgT

D=2, (4.8)
f

para la cual k5 es la constante de Boltzmann, T es la temperatura y f es el

coeficiente de arrastre [31].

Un numero caracteristico que emerge de un sistema de transporte de masa y

de reaccion es el nimero de Damkohler, Da. Este numero puede definirse

cémo:
k,,[B],S
pa = KonlBled" (4.9)
D
Capade Capade
Volumen superficie adsorcion
[Al, LAl [?BB]]
.-
O
—_
® o
— .
®

Reaccion

Transferendia de Masa Condicién "~ Superficie

de frontera

Figura 11 — Esquema del proceso de adsorcion-difusion para el modelo de este trabajo. A la izquierda
en verde, la célula secretora de analito (A). Por difusion, el analito se mueve por el volumen hasta
llegar a la denominada capa de superficie, a la derecha. Esta capa actia como interfaz entre el flujo
provocado por la difusién y el flujo provocado por la reaccion en la capa de adsorcion.
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donde &’ es la distancia caracteristica del sistema. Este nimero representa
una razon entre el flujo difusivo y el flujo reactivo. Si Da > 1, el sistema esta
limitado por el transporte de masa (la reacciéon es muy rapida) y, por el

contrario, si D « 1 la reaccion sera la limitante (transporte rapido) [25].

Las ecuaciones (4.3) y (4.5), junto a la condicion de frontera (4.6) forman un
sistema no lineal de ecuaciones diferenciales parciales, de tal complejidad que
usualmente no es posible resolver analiticamente. El objetivo del modelo
computacional es describir la evolucion espaciotemporal de los componentes
moleculares del soluto disuelto en un medio homogéneo a través de la solucion
por métodos numericos dado el sistema de ecuaciones diferenciales descrito

anteriormente.

4.2 CONDICIONES DE SIMULACION

Las simulaciones fueron realizadas en COMSOL Multiphysics 4.2, utilizando
el modulo de ingenieria quimica de reaccion, con las interfaces de transporte
de especies diluidas (tds) y de reaccién de superficie (sr). La interfaz tds
permite calcular el campo de concentracibn de un soluto diluido en una
concentracion al menos 10 veces menor al solvente, donde el transporte del
primero puede ser por difusién, conveccion (ligado a flujo fluidico) y migracién
(referente a un campo eléctrico). En las simulaciones descritas a continuacién
solo se utiliza el transporte por difusion. Por otro lado, la interfaz de reaccién
de superficie se utiliza para modelar las reacciones quimicas entre especies

de volumen y superficie.

Para lograr condiciones similares a las esperadas en la realidad, se
encontraron tres valores constantes a través de todas las simulaciones: la tasa
de secrecion de proteina por la célula, las tasas de asociacion/disociacion del
complejo antigeno-anticuerpo y la constante de difusiéon de la proteina. La
proteina que se decidio tomar como modelo es el tumor de necrosis alfa (TNF-

a, por sus siglas en inglés) secretado por leucocitos, debido a la facilidad de
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Figura 12 — Secrecion de TNF-a en respuesta a un estimulo de LPS (barra amarilla) por dos horas
en 46 células. La linea roja representa el promedio. Modificado de Junkin et al. [13].

obtener células primarias de este tipo y la facilidad con la que el primero es

secretado por las células ante diversos estimulos proinflamatorios.

El trabajo realizado por Junkin et al. [13] fue utilizado como referencia en la
tasa de secrecion, cuyos experimentos involucran un dispositivo microfluidico
capaz de medir secreciones de célula Unica utilizando perlas. En una de sus
pruebas, se utilizan macrofagos (RAW 264.7) para estudiar su secrecion de
TNF-a por 14 horas, durante las cuales se estimula a las células con LPS?
(500 ng/mL) por dos horas. En las graficas de la Figura 12, se observa una
secrecion dispar entre las 46 células estudiadas al final del estimulo con LPS,
con un pico promedio de secrecién de aproximadamente 3 x 10° moléculas de
TNF-a, lo cual obtiene tasas de secrecion en el rango de centenas de

moléculas por segundo.

Por otro lado, simulaciones realizadas por Han et al. hacen uso de magnitudes
similares refiriendose a la secrecion en linfocitos para citocinas de manera
general [33]. Autores diferentes utilizan valores en ordenes inferiores para
simulaciones similares ([14,34]), sin embargo, por lo expuesto en los
experimentos de Junkin et al. [13], se considera que utilizar una tasa de

secrecion de 100 moléculas/s es adecuado para el propésito de este trabajo.

! Lipopolisacarido bacterial
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Debido a que las ecuaciones de transporte y reaccion en superficie describen
el proceso en términos de flujos molares, se realiz6 una conversion de la tasa
de secrecion en particulas por segundo de la siguiente manera:

Ts (Ni) (Ais) = Tru, (4.10)

en donde T es la tasa de secrecidn en particulas/s, N, es la constante de
Avogadro en mol™!, A; es el area superficial de la célula secretora
(suponiendo un diametro de 8 um) y Tx), €s la tasa de flujo molar de secrecién

en mol/(m? - s).

La tasa de asociacion/disociacion para el TNF-a y el antiTNF-a fueron
obtenidas del trabajo de Choi et al. [35]. En este, Choi et al. utilizan un
dispositivo microfluidico con un sensor de cristal foténico integrado para
determinar las constantes cinéticas de las curvas de asociacion y disociacion
obtenidas de un cambio en el valor pico de la longitud de onda de la luz
reflejada sobre la superficie del sensor [36]. El anticuerpo fue biotinilado para
gue de esta manera se pudiera unir a una capa de estraptividina funcionalizada
sobre la superficie del sensor. Los resultados del trabajo dan un valor de
0.0176 s para la tasa de desorcion (k,s¢) y un valor de 0.121 uM para la
constante de disociacion [35]. De acuerdo con la relacion entre estas
constantes, se obtiene la constante de asociacion con un valor de
1.45 x 102 m3/(mol - s).

Las condiciones de difusion generales se consideraron en un medio acuoso,
en donde el volumen de TNF-a es mucho mayor que el de otros solutos.
Edelstein-Keshet & Spiros [37] establecen la constante de difusién del TNF-a
con un valor de 3 x 107! m?/s con base en el trabajo de Goodhill [38] donde
se obtiene de manera experimental la constante de difusion para esta citocina
en el citoplasma. El valor de Edelstein-Keshet & Spiros proviene de la ecuacion
modificada de Polson, la cual es una alternativa semiempirica a la ecuaciéon
de Stokes-Einstein (4.8) y que establece directamente una relacion entre el

peso molecular y la constante de difusion:
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(9.4 x 107)T
D= 1/3
UM,

, (5.11)

donde T es la temperatura del medio, u es la viscosidad del solvente y M,, es

el peso molecular del solvente.

La constante de difusidbn mencionada anteriormente es para una difusion del
TNF-a en citoplasma, por lo que se debe encontrar la constante para un medio
acuoso. Goodhill [38] hace mencion de la relacion entre Dggyq Y Deitopiasma
para dos moléculas de diferente peso molecular: sacarosa (0.324 kDa) y BSA
(68 kDa) con una razén Dggyq/Deitopiasma i9uUal @ 2 para el primero y 71 para
el segundo. Interpolando en funcion del peso molecular, se sugiere que el
TNF-a (17 kDa) tiene una razén de difusién aproximada a 10, por lo que su
coeficiente de difusion en agua seria del orden de 1071° m?2/s. El valor anterior
es comparable con otros trabajos [14,33,34], por lo que un valor de

3 x 1071 m?/s fue seleccionado para realizar las simulaciones.

El modelo del dispositivo en las simulaciones fue bidimensional, debido a la
facilidad con la que se trabaja reduciendo el numero de dimensiones, al
disminuir de manera considerable el tiempo de resolucién por el software. De
acuerdo con los tiempos de difusion, esta no deberia verse afectada por un
cambio en la profundidad ya que, con la ecuaciéon de distancia (4.7) y con la
constante de difusion mencionada en péarrafos anteriores se tiene un tiempo
de difusion de aproximadamente 1.6 segundos, como se observa en la Figura
13. Esto implica que valores suficientemente mayores a este tiempo, no veran
una diferencia significativa en el transporte por difusién, pues ya se abran

desplazado las moléculas en esta direccion.

Con esto, se muestra en la Figura 13 el esquema general del modelo utilizado
en las simulaciones, con modificaciones especificas para cada una. Las partes
del modelo relevantes en la reaccion de superficie son las células, vistas en la
parte inferior, de las cuales solo una secreta la proteina al medio; las perlas

gue se encuentran en la parte superior, donde todas tienen las mismas
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Figura 13 — Esquema general de la geometria utilizada en las simulaciones. Los componentes
principales en la reaccion de superficie son las células, con una Unica célula secretora y las perlas,
diferenciadas Unicamente en su posicion relativa a la célula secretora. El volumen del sistema lo
comprenden el canal principal, los canales laterales, de conexién y las trampas.

caracteristicas de adsorcion y solo se diferencian por su posicion relativa a la
célula secretora. El volumen del modelo lo componen el canal principal al
centro y que sirve como separacion entre perlas y células, las trampas donde
residen las perlas y células, los canales laterales y los canales de conexion

gue conectan las trampas con los canales laterales.

De las simulaciones se tomaron dos valores especificos para la evaluacion de
los modelos. El primero de estos representa la cobertura de la superficie de la
perla con complejos TNF-a y antiTNF-a, cuyo valor numeérico proviene de la
concentracion superficial de analito-ligando ([AB]) en el contorno del circulo
representante de la perla correspondiente. El segundo valor es la
contaminacion entre trampas aledafias, que se obtiene de la siguiente

expresion:

S = (1= (¢pp — Ppc)’ (4.12)

donde ¢, es una razén entre la concentracion superficial [AB] en la perla
respectiva y la concentracion superficial minima detectable por

inmunofluorescencia:
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[AB]
b = = — (4.13)
200 (3.024 x 108 =3°)
m

El valor de la concentracion superficial minima detectable se obtuvo a partir de
experimentacion con perlas recubiertas con estraptividina (3 x 10° perlas/mL,
SVP-60-5, Spherotech Inc.). Estas perlas fueron funcionalizadas con antiTNF-
a (biotinilado, 250x antiTNF detection Ab, Thermo Fisher Sientific Inc.) y
sumergidas en soluciones con diferentes concentraciones de proteina TNF-a.
La adsorcion de la proteina al anticuerpo fue medida utilizando un anticuerpo
secundario, antiTNF-a con ficoeritrina para el marcaje fluorescente. Las
imagenes de fluorescencia y la curva de calibracion resultante se observan en
la Figura 14. La concentraciéon de 5.5 ng/mL (3.67 x 1077 mol/m3) de TNF-a
mostro la fluorescencia minima detectable al tener esta un valor distinguible

del fondo en la grafica.

Asumiendo que las perlas tienen una concentracion superficial de anticuerpo
en una magnitud préxima a 10”7 mol/m? y de acuerdo con la ecuacién para
complejo analito-ligando en estado estacionario, la concentracion de TNF-«a
capturado por el anticuerpo en la superficie de la perla para la concentracion

de proteina minima detectable debio ser:

R? = 0.8907

10 20 30
Concentracion [ng/ml]

-20-

Figura 14 — Deteccién de TNF-a con perlas funcionalizadas. A la izquierda, micrografias en campo
claro y fluorescencia para soluciones con TNF-a en concentraciones de a) 0, b) 1.56, c¢) 3.12, d)
6.25, ) 12.5 y f) 25 ng/mL. A la derecha, la curva de calibracion resultante del analisis de estas
imagenes. Los resultados para 1.56 ng/mL fueron descartados por presentar valores atipicos.
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(3.67 % 10-”;—‘;1) (1% 10-71‘1—21)

by =
3.67 x 10-7 9 1 121 x 10-+19
m m

mol
= 3.024 X 10_10? (4.14)

De esta manera, la expresion (4.13) representa la fraccion de visibilidad en la
perla, con mayor contaminacion provocando una mayor visibilidad que no es

deseada.

A continuacion, se describen las condiciones de simulacion generales en los
modelos utilizados, utilizando como referencia la Figura 13. Estos utilizan las
mismas condiciones topoldgicas, variando solo en sus valores numeéricos y en

el tamafo de la geometria.

En el médulo de ingenieria quimica de reaccion se establecen como especies
a monitorear, el analito en volumen y el complejo analito-ligando en la
superficie de reaccion. En la interfaz de tds se establece el volumen material
como agua (de la libreria por defecto de COMSOL), y el transporte se
considera difusién pura, donde la constante difusiva que se uso fue
1x 1077 m?/s (a menos que se especifigue de otra manera). La condicion
inicial del volumen, representado por la luz de los canales y delimitado por sus
paredes y el contorno de las perlas y células, se estable con analito cero. Los
limites descritos anteriormente tienen una condicion de frontera de tasa de flujo
nula (no flux), a excepcion de los contornos de las perlas y células. En estos,
se utilizaron tasas de flujo distintas de cero, en donde la célula secretora tiene
un flux positivo al volumen de 100 de acuerdo con lo obtenido por la ecuacion
(9). La circunferencia de las perlas tiene un flux que depende de la tasa de

reaccion, la cual esta descrita por la ecuacion (3), de manera que se tiene:
FluxPerla = _koncrefree + koffl-‘(1 - Hfree)' (4'- 15)

donde c es la concentracion de analito obtenida de la interfaz tds, I' es la
concentracion superficial de sitios de unidn inicial ingresada en la simulacién

Y Brce €S la fraccion de sitios libres obtenida de la interfaz sr.
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Por otro lado, la interfaz de sr hace también uso del ultimo valor de flux en el
mismo lugar, pero con un signo negativo. La condicion inicial aqui también es
una concentracion cero en la superficie de las perlas. Ademas, se desprecia
la difusion lateral entre los complejos, por lo que la constante de difusion

superficial se coloca en cero.

De manera general, se utiliza un estudio dependiente del tiempo, en donde se
selecciona un tamafio de paso libre, es decir, escogido por el algoritmo de
solucion del software de acuerdo con parametros internos, con un tamafio
maximo de paso de 250 segundos. El tiempo para el cual fue resuelto fue de

14,400 segundos, con un paso inicial de 0.001 segundos.

La tasa de flujo molar para la secrecion fue establecida con una funcién step,
la cual mantenia un valor igual a 1 durante los primeros 7,200 segundos, para
cambiar a un valor de cero en el tiempo restante. Al multiplicar esta funcién
por la tasa de secrecion, se tiene una liberacion de la proteina solo durante el
inicio de la simulacién, por lo que en el modelo se tiene un maximo de 7.2 x 10°
proteinas en el volumen. La Figura 15 muestra el comportamiento de la

secrecion.

100/—

80
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40

Tasa de secrecion [1/s]

20

_ g

0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura 15 — Comportamiento de la secrecién de analito utilizando la funcion step, con un valor unitario
en los primeros 7 200 segundos y un valor cero en el tiempo restante.
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Como primera simulacion, se eligié utilizar el modelo de disefio original en el
cual se tenia, como ya se menciond, una configuracion igual a la de la Figura
13 pero con las dimensiones caracteristicas del espaciado entre trampas igual
a 160 um y un ancho de canal central de 20 um. De otra manera, el modelo

poseia las mismas condiciones que se describen en parrafos anteriores.

Los siguientes modelos representan modificaciones en el disefio original, en
donde se modifican de manera individual diferentes parametros geométricos y
condiciones del sistema. El primero de estos cambios es la inclusiéon de una
camara entre trampas modificando el canal central como se muestra en la
Figura 16. Esto obedece al hecho que al incluir un espacio mayor donde la
proteina pueda difundir, esta tardara mayor tiempo en alcanzar el entorno de
otra trampa.

La simulacion es de tipo paramétrico, donde se cambiaran de forma gradual
los valores para el ancho y largo de la camara, desde 0 hasta 3 000 um en
ambos casos. Se obtuvieron los valores de concentracion superficial para la
perla blanco y una perla contigua. Con base en estos resultados y la funcion

de contaminacion anterior, se construyd un mapa de calor que indica la

120
100

4d
20

40

100

Figura 16 — Modelo con inclusion de camara entre trampas. Estd camara es producto de la
modificacién del canal central a una distancia de 10 ym desde ambas trampas.
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combinacion optima de largo y ancho. Los datos fueron tomados para los
segundos 7 200 y 14 400.

El modelo siguiente es idéntico al anterior, pero se modific6 ademas los
paradmetros para las tasas de asociacion/disociacion, utilizando ahora un valor
similar al de la biotina/estraptividina ( K, =56fM, una de las uniones
bioquimicas no covalentes mas fuerte [39]). De nueva cuenta, se utilizaran los
datos obtenidos de la variable de concentracion superficial en la perla blanco
y una contigua. De esta manera, se observo si el éptimo de largo y ancho

cambia con una nueva Kj,.

El ultimo lote de simulaciones omite modificaciones en las dimensiones del alto
y solo se modifica el ancho. El primero se mantiene con una distancia de 20 pm
por los resultados de simulaciones anteriores y consideraciones de
construccion. Las tasas de asociacion/disociacion utilizadas corresponden a lo
establecido previamente (0.121 uM). La parametrizacion del ancho se dio con
un cambio en las tasas de difusion: 101%, 100 y 10° m?/s y en la
concentracion de sitios de unién: 108, 107, 10 mol/m?. Estos cambios
representan una modificaciéon de analito (y por consecuencia, en su peso
molecular) en el caso del primero y la obtencion de mejores perlas o un
perfeccionamiento de la técnica de funcionalizacion de estas en el del

segundo.

4.3 RESULTADOS

La primera simulacién muestra el comportamiento del analito y su unién en el
anticuerpo sobre las perlas para las dimensiones del disefio original. En la
Figura 17 se puede observar la concentracion volumétrica del analito, asi como
la concentracion superficial de analito conjugado con anticuerpo sobre las
perlas en diferentes momentos de la simulacion. Arriba, se tiene el inicio de la
simulacién, donde la secrecion no se ha realizado y por lo tanto no hay analito
ni en el volumen ni en la superficie de las perlas. La figura de en medio es en

el segundo 7 200, y para este punto se han secretado las 7.2 x 10® moléculas
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Figura 17 — Concentracion volumétrica del analito en los canales y concentracion superficial del

complejo analito-ligando en la superficie de la perla en diferentes momentos de la secrecion: durante

la secrecion (0 y 6800 seg) y después de terminar la secrecion (7570 y 14 400 seg).
de analito totales, teniendo una concentracion volumétrica y de superficie
maxima, en los ordenes de 10 mol/m3® y 10° mol/m?, respectivamente.
Como se observa, la diferencia de color es minima entre la superficie de las
tres perlas, lo que indica una alta contaminacién. Por otro lado, la figura abajo
es al final de la simulacién, en el segundo 14 400. En este momento la
secrecion ha sido detenida por la mitad del tiempo, y las particulas secretadas
se difunden en todo el volumen no observable, lo que implica una disminucion
en la concentracion volumétrica del analito. Esta disminucion de concentracion
volumétrica significa que la reaccién en la superficie comienza a liberar mas
analito del que adsorbe, por lo que la concentracion en la superficie de las

perlas es menor y, como se ve, practicamente igual en las perlas blanco y
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Figura 18 — Concentracion superficial del complejo analito-ligando en la perla blanco (linea solida) y
perla contigua (linea discontinua) durante el tiempo de toda la simulacién.

contiguas. La Figura 18 muestra de mejor manera el cambio en la
concentracion superficial, y aqui es posible identificar la disminucion y

tendencia hacia un mismo valor cuando la secrecidn es detenida.

El resultado anterior hace ver que el disefio del dispositivo original tendria
graves problemas para mantener la secrecion de una célula individual
confinada a la mediciéon por una sola perla correspondiente, incluso en los
periodos de secrecion. Los resultados siguientes representan lo obtenido de

las simulaciones que se hicieron variando parametros de disefio con la

120 min 240 min
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Figura 19 — Cobertura de la perla blanco (superficie superior) y una perla contigua (superficie inferior)
en funcion del ancho y alto de la cAmara del canal principal para dos momentos.
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finalidad de encontrar los que otorgan las mejores caracteristicas de cobertura

y contaminacion, como se menciono en la seccion anterior.

Los primeros resultados obtenidos son los correspondientes a la insercion de
una camara en el canal principal, entre trampas. La Figura 19 muestra los
resultados para la cobertura de la perla blanco y una perla contigua en dos
tiempos diferentes en funcion del tamafio de esta camara. La superficie que
representa a la perla blanco se encuentra en todos los casos encima de la
superficie de la perla contigua, lo que representa una mayor concentracion en
la primera respecto a la segunda, sin embargo, los valores de ambas
concentraciones son practicamente idénticos para casi todo el rango de
tamafos de la cAmara. La Unica seccion donde la diferencia es notable se
encuentra cuando el alto de la camara es nulo y el ancho de la camara se va
haciendo progresivamente mas grande. Esto ultimo implica que aumentar la
distancia entre perlas permitird a la perla blanco adsorber una mayor cantidad
de analito, pues este estara disponible por un mayor tiempo en el area
circundante. Caso contrario, cuando el alto es mayor, pues el analito difundira
hacia un espacio que no esta en contacto con ninguna de las perlas, causando

la region de concentracién baja mostrada en la figura.

Agregado a esto, en la Figura 20 se puede apreciar la distribucion de la
contaminacion en funcion del tamafio de la cAmara. En esta figura podemos
apreciar un patron muy similar al de la figura anterior, donde existe una gran
region de alta contaminacion cuanto mayor es el alto de la cAmara, sin importar
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canal principal para dos momentos.
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el ancho de esta. En la figura se indica el punto minimo de contaminacion, en
donde la cdmara tiene un ancho maximo y un alto nulo. Esto se puede explicar
de igual manera que con la figura anterior, aumentar el ancho implica un mayor
tiempo de difusién lateral, por lo que el analito no se acercara a la perla
contigua dentro del tiempo de simulacion, mientras que, si el alto es grande,
se impedird el acceso al analito por ambas perlas, reduciendo su
concentracion superficial de ambas perlas, ocasionando una disminucioén en

la diferencia relativa entre perlas.

A pesar de que se menciono un punto minimo en la contaminacién cuando el
ancho era el maximo establecido en la simulacion, este punto aun tiene valores
grandes. Tanto la Figura 19 como la Figura 20 muestran una tendencia hacia
una mayor distancia entre perlas; sin embargo, esta se ve limitada por
consideraciones de construccién y miniaturizacion del dispositivo. Es por esto,
que se exploran nuevas condiciones que disminuyan la contaminacion, asi

como un aumento en la concentracion superficial de la perla blanco.

Las tasas de adsorcién/desorcion son otro de los parametros que pueden
afectar en gran medida al sistema, por lo que esta fue la siguiente modificacion.
Los resultados siguientes muestran como la cobertura y contaminacién en el
sistema si el complejo analito-ligando tuviera una K similar a la del complejo

biotina-estraptividina.
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Como se observa en la Figura 21, el cambio en la cobertura es bastante
notorio, las superficies que representan la concentracion superficial en la perla
blanco y contigua son lo suficientemente distinguibles entre si, con ningun
punto de similitud. De acuerdo con la ecuacion (4.9) y asumiendo la distancia
caracteristica como el ancho del canal principal, el nUumero de Damkohler para
una K, igual a 56 fM es de 3.6 x 10° (Da > 1), lo cual representa una difusion
relativamente lenta e implica que la reacciébn ocurre de manera lo
suficientemente rapida como para atrapar gran parte del analito y evitar que
este se dirija hacia la otra perla. Como comparacién, el numero de Damkohler
para la otra K}, utilizada (0.121 uM) es de Da = 0.95.

Lo anterior se puede observar también en la Figura 22, donde la contaminacion
ha sido reducida en su punto minimo cerca de 25 puntos porcentuales
respecto al maximo de las pruebas anteriores. Algo constante en estas
simulaciones respecto a las pasadas, es la influencia del ancho del canal, pues
este mejord los resultados al tener una mayor dimensién. Sin embargo, para
este caso con una K;, muy pequefia, el beneficio parece ser minimo, pudiendo
lograr distancias mas cortas entre las trampas, manteniendo asi el tamafio

reducido del dispositivo completo.

Otros supuestos que se estudiaron a través de las simulaciones fueron una
mejora en la funcionalizacién de las perlas, asumiendo el uso de perlas con
una mayor densidad de sitos de unién. También se tomo en cuenta un cambio

en la difusién, explicado por el uso de anticuerpos con diferente peso
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molecular o la adicién de compuestos de marcaje que agregan un mayor peso

a los primeros.

La Figura 23 muestra los resultados de la simulacion que incluyé el cambio en
el ancho de la camara, la densidad de sitios de union en las perlas y cuatro
diferentes coeficientes de difusion. En las graficas se observan dos superficies,
correspondientes a la perla blanco y una perla contigua, donde la superficie
correspondiente a la primera tiene siempre valores de concentracion mayores
a la segunda. De manera general, se observa que en todas las gréaficas un
aumento en los sitios de union es beneficioso pues la concentracion superficial
de la perla blanco se ve aumentada en gran medida. Anadiendo a esto, se ve
que esto se ve ayudado con una disminucion del coeficiente de difusion, pues
para el coeficiente mas bajo probado, se tiene una regidbn de maxima

concentracion que es practicamente independiente de la distancia.

Para explicar lo ocurrido con el cambio de sitios de unién, se puede utilizar de
nueva cuenta la solucién de estado estable para la ecuacion (4.4). Aqui puede
observarse que, al igual que la disminucion de la constante de adsorcién, un

aumento en los sitios de unién resulta en un mayor nimero de complejos

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 65 1 2 3 4 5 6
Cobertura
10° D=1x10"2m?/s

Cobertura
10° ) - D =3x10"1m?/s

%o N 2 O

T — 3000

107 = 2000
10 3 1000
3 0
Ancho camara [um] L Ancho camara [um]

3000

=
=

2000

10° 1000
10° 0

Concentracién superficial [mol/m7|
Concentracion superficial [mol/m2]

Sitios unién (T, ) [mol/m?) Sitios unién (T, ) [molim?]

Cobertura

«10° = D =1x10"1"m?/s D =1x10""m?/s

3000 3000

2000

2000

1000 1000

Concentracion superficial {mol/m7]
Concentracion superficial [moI/mQ]

10° 0

Ancho camara [um] Ancho camara [um]

Sitios unién (') [mol/m?] Sitios union (I, ) [molim?]
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formados en la superficie. Por otro lado, al disminuir la constante de difusion
(ej. aumentar el peso molecular del analito) se tiene que se requiere un mayor
tiempo para difundir a lo largo del canal principal, por lo que se da un mayor
tiempo de contacto en la region de la perla blanco, respecto a las areas de

otras perlas.

Todo esto puede observarse en la contaminacion, donde las gréaficas de la
Figura 24 muestran regiones con un mayor rango de accion donde la
contaminacion se ve reducida. Sin embargo, de nueva cuenta, la

contaminacion solo se reduce en alrededor del 20%.

Los resultados presentados en esta seccion dan cuenta del comportamiento
de adsorcién por parte de la superficie de las perlas y las modificaciones que
sufre en condiciones diferentes: aumento en el espacio de difusion (Figuras 19
y 20), una disminucion considerable en la constante de disociacion (Figuras
21 y 22), un cambio en la densidad de sitios de union y de la constante de
difusién (Figuras 23 y 24).

Lo encontrado en estas simulaciones da cuenta de la gran cantidad de

contaminacion existente en el sistema, debido a la difusién del analito hacia
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las trampas contiguas. Esta contaminacion representaria un sesgo al momento
de utilizar dispositivo. Las modificaciones de los factores mencionados en el
parrafo anterior muestran que para reducir esta contaminacion y aumentar la
adsorcién por la perla blanco, se requiere de: un incremento en la distancia
entre trampas (aumento en el espacio de difusion), el uso de anticuerpos con
mejor eficiencia de captura (disminucion constate de disociacién), un aumento
en el numero de estos sobre la superficie de la perla (densidad de sitios de
union) y/o disminuir la difusividad del analito (constante de difusion).

Con esto, se concluye el estudio en este trabajo referente al capitulo de
adsorcion-difusion del analito en el dispositivo, para proseguir con el analisis
del flujo en los canales como medida de la eficiencia de captura de perlas y

células en las trampas hidrodinamicas.
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5 FLUJO A TRAVES DEL DISPOSITIVO

5.1 MARCO TEORICO

El flujo que atravesara al dispositivo influira en la captura de las perlas y
células, ademas de tener efectos sobre estas una vez que hayan sido
atrapadas. Es por esto por lo que es necesario el estudio del comportamiento

del fluido que fluira por los canales del dispositivo.

La captura de muestra ha sido realizada de diferentes maneras, utilizando
diferentes fendbmenos fisicos para lograr este fin. Por ejemplo, Rousset et al.
[40] nos presenta un pequefio resumen sobre algunos de los métodos
utilizados para capturar muestras bioldgicas, en donde se mencionan cuatro
sistemas principales: dielectroforesis, donde las particulas son guiadas a la
trampa utilizando campos electromagnéticos; sedimentacion, se hace uso de
la gravedad para lograr la captura; inercial, sistema en el cual se usan las
fuerzas inerciales para lograr el objetivo; y resistivo, donde la diferencias en
resistencia hidraulica entre la trampa y el canal causan la captura de la
particula [40].

Otro aspecto de medicion importante es la tasa de flujo critica en el dispositivo
para evitar un esfuerzo de corte dafiino. Rousset et al. [40] realizan la medicion

del esfuerzo cortante al utilizar una simulaciébn y encontrar la tasa de

A Device operation  [Dielectrophoretic |[Sedimentation
1: Tra 3: Release

2: Culture

(Resistive Inertial

Figura 25 — Mecanismos de captura de muestras en sistemas microfluidicos. De Rousset et al. [40].
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deformacion sobre la superficie de la muestra, valor que al multiplicarlo por la
viscosidad dinamica del fluido es igual al esfuerzo cortante, que proviene de la
definicion de esfuerzo cortante por la ley de Newton para la viscosidad [31]. La
obtencién de la tasa de flujo optima es entonces encontrada a través de un
barrido paramétrico de esta variable donde el esfuerzo cortante es menor a 1
Pa [40].

Todo lo anterior se realiza gracias al modelado del fluido en el dispositivo, por
lo que a continuacién se explica con mas detalle el desarrollo del modelo para

el flujo y el esfuerzo cortante.

5.1.1 Flujo

El modelado de un fluido Newtoniano en movimiento obedece a las ecuaciones
de Navier-Stokes, las cuales representan la conservacion del momento lineal
en un elemento fluido:

Jdu 5
p<a+u-Vu)=—Vp+,uVu+F (5.1)

Donde u es la velocidad del fluido, p es la presion del fluido, p es la densidad
del fluido. El término a la izquierda de la igualdad representa las fuerzas
inerciales, mientras que del otro lado se tienen los términos para las fuerzas

aplicadas en el cuerpo por presién, viscosidad y externas.

El flujo laminar es una condicion en la cual la velocidad de una particula en un
flujp no es una funcién aleatoria del tiempo, es decir, no presenta un
comportamiento turbulento [41]. En estos casos, las fuerzas viscosas dominan

sobre las fuerzas inerciales [42].

El nimero de Reynolds es un numero adimensional que determina la razon
entre la inercia y las fuerzas viscosas de un flujo. Una de las definiciones de

este nimero es la siguiente:

Re = — (5.2)
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Donde U es la velocidad promedio del fluido, D es la dimension caracteristica

del canal y v = up es la viscosidad cinematica del fluido[42].

Este numero aparece naturalmente al realizar un analisis dimensional de la
ecuacion (5.3). Al escalar las expresiones de coordenadas y velocidad con la
distancia caracteristica D del canal y la velocidad promedio U del flujo,
respectivamente, asi como la presion con el término uU /D se tiene la siguiente
expresion adimensional de la ecuacién (5.1) sin fuerzas externas:

ou
Re (ﬁ"‘ﬁ . Vﬁ) = —Vp + VA (5.3)

Aqui es posible observar claramente que para R « 1 el termino de viscosidad

domina, mientras que para R > 1 el termino inercial es el mas importante [43].

El nimero de Reynolds para la mayoria de los dispositivos microfluidicos
puede estimarse entre ordenes de magnitud de 10 y 10%. Estos bajos Re
indican que las fuerzas viscosas superan a las inerciales, resultando en los

flujos lineales de las tecnologias microfluidicas [44].

En la practica, es comun encontrar flujos impulsados por la diferencia de
presion entre la entrada y salida del canal por el qgue se mueven, esta clase de
flujo se conoce como flujos de Hagen-Poiseuille [43]. Haciendo uso de las
simplificaciones otorgadas por la ecuacion de Stokes, se pueden encontrar
soluciones analiticas para casos simples en este tipo de flujos y soluciones
aproximadas para otros. En microfluidica, las soluciones para canales con
seccion transversal rectangular son generalmente las mas apropiadas para el
estudio del flujo en estos dispositivos, aunque también pueden existir
dispositivos con canales de otras geometrias [42]. A continuacion, se muestran

estas soluciones.

En uno de los casos mas simples se tiene un flujo a través de dos placas
paralelas infinitas. Considerando el sistema de coordenadas de la Figura 26,
la simetria permite eliminar la coordinada y, por lo que, junto a la condicién de

no deslizamiento en las paredes del canal, se tienen las siguientes ecuaciones:
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Figura 26 — Esquemas de flujo en canales simples. Arriba a la izquierda, flujo a través de un canal
de placas paralelas. Arriba a la derecha, campo de velocidad para este mismo canal visto desde el
plano xz. Abajo, campo de velocidad en un canal rectangular. Adaptado de Bruus [43].

() =~ =2
u (0) = (5.4)
ve(h) =
Cuya solucién es una parabola:
U, (z) = A_p (h—2)z (5.5)
2uL

El caso anterior es una situacion idealizada; sin embargo, es aproximada en
canales rectangulares con una relacion de aspecto lo suficientemente grande.
Para el caso general de canales, no se conoce una solucién analitica, no
obstante, existe una representacién aproximada a través de una suma de

Fourier:

wy(y, 2) = —|1-——
x m3ul n3 cosh (TUTW)

(n,impar) 2h

4n2rp <« 1 cosh (n_zy) sin (nnz)
h

(5.6)

Una vez determinado el campo de velocidad, es posible calcular el flujo
volumétrico a traveés del canal, el cual esta definido como el volumen de fluido

descargado en el canal por unidad de tiempo segun la siguiente ecuacion:
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Q= fdy dz u,(y, z) (5.7)
s

Para el campo de velocidad descrito por la ecuacién (5.6), el flujo volumétrico

es:

h3wAp > 14192\ /h nmww
C=1z |t Z E(F)(W)tanh(m) (5.8)

n,impar

La ecuacion anterior puede simplificarse para casos donde la razon de aspecto

tiende a cero: h/w — 0, es decir, una configuracion de placas paralelas:

h3wAp
Q=
12ulL

[1 —0.630 <ﬁ>] (5.9)

w

La aproximacion anterior es bastante buena, pues en el peor de los casos (h =
w), se tiene un error del 13% respecto a la suma de Fourier, mientras que para
una razoén de aspecto de la mitad (h = w/2) el error ha disminuido hasta 0.2%
[43].

Por otro lado, si se utiliza el campo de velocidad para placas paralelas
(ecuacion (5.5)) para encontrar el flujo a través de una seccién de ancho w, se
tiene lo siguiente:

3 h3wA
0=l

(5.10)

La cual es util para obtener los 6rdenes de magnitud estimados del flujo en
canales rectangulares anchos, pues el error con una razén de aspecto de una

décima es cercano al 7% y para un tercio es de 23% [43].

Las soluciones anteriores pueden resumirse en la ley de Hagen-Poiseuille, en
donde se introduce el concepto de resistencia hidraulica en una analogia a los
sistemas eléctricos:

_Ap

e (5.11)

Q
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Tabla 1 — Expresiones de resistencia hidraulica para canales con diferentes areas transversales.
Adaptado de Bruus [43]

Forma Expresion
8 1
Circulo —nL—
Elipse | o> | 4 L1+(b/a)2 1
! (b/a)?® a*
e = 320 1
riangulo (vl 7 nk—
i _
Placas paralelas 1 w 12nL Bw
Rectangul I Lent -
ectangulo ! = 1—0.63(h/w) h3w
W 121L 1
Cuadrad I / I —————y
uadrado “La " 1—0.63(0.917) h*

En donde Ry depende de la geometria del canal. En la Tabla 1 se muestran
las expresiones para la resistencia hidraulica de algunas de las secciones
transversales mas comunes. Estas expresiones provienen de soluciones a las

ecuaciones de Stokes como las presentadas anteriormente.

El uso de la resistencia hidraulica en analogia con los sistemas eléctricos no
solo se limita a la familiaridad de la ley de Poiseuille con la ley de Ohm, sino
también a la forma de tratar las conexiones entre canales y la resistencia
resultante de estas. Asi, canales conectados en serie tienen una resistencia
equivalente igual a la suma de las resistencias individuales, mientras que el
inverso de la suma del inverso de cada una de las resistencias individuales de

canales conectados en paralelo es igual a su resistencia equivalente:

RH (S(:'Tie) = RHl + RHZ + e + RHn (5 12)
Ry ( )—(1+1+ +1>_1 (5.13)
P = Ry ™ Rinz Ritn '

De esta manera, se pueden tratar los circuitos hidraulicos como circuitos

eléctricos, para de esta manera resolver sistemas con diferentes canales y sus
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Figura 27 — Esquema del sistema de filtrado en un punto de conexion junto a su equivalente eléctrico.
Los flujos volumétricos determinan la captura o filtracién de particulas especificas, por lo que las
resistencias deben ser modificadas de tal manera que se obtengan los flujos volumétricos deseados.
Adaptado de Toyama et al. [46].

conexiones. Por ejemplo, el equipo de Yamada ha construido dispositivos
microfluidicos para la separacion de componentes bioldgicos en donde se
tienen canales angostos en paralelo, conectados a un canal principal. La
cantidad de flujo que se dirige hacia estos canales en paralelo determina las
particulas que seran guiadas hacia este trayecto, por lo que es necesario
encontrar las resistencias de los canales adecuadas que dirijan el flujo
volumétrico necesario para filtrar las particulas deseadas [45,46].

En los sistemas anteriores se hace uso de una de las caracteristicas de los
flujos laminares: las lineas de flujo (o corriente) se mantienen separadas una
de otra y no se cruzan en ningun punto. Una particula que pase por una linea
de flujo se mantendra en esta todo el tiempo. De esta manera, el objetivo es
encontrar el flujo volumétrico delimitado por la linea de flujo correspondiente
al tamafio de la particula de interés. El diagrama de la Figura 27 muestra estas
variables en el caso del trabajo de Yamada [46].

Por otro lado, Guan et al. [47] presentan un disefio para la captura de células
Unicas tomando en cuenta las lineas de flujo en el dispositivo, sin que la
resistencia de los canales se vea involucrada directamente en el andlisis. El
sistema de captura de estos autores involucraba un canal de entrada el cual
se dividia en tres, en la parte central se encontraba una abertura un poco mas

pequefia que el tamafio de la célula objetivo y la cual cumple el objetivo de
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capturarla, a los lados se encontraban dos canales de circunvalacion. Estas

trampas se repetian multiples veces a lo largo del dispositivo, una conectada

a)

inlet —»

outlet —
S=11lpym>T= 6um

-H«S

. 20pm l I 20pm

d) e) S=6um=T=6um
,,;.sélé" “[ ==
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|

3.
50pum 0 _' | 20pm

Figura 28 — Esquematico de una trampa hidrodindmica. A la izquierda, diagrama del disefio basado
en lineas de flujo. La linea roja muestra el limite entre el flujo de captura (lineas verdes) y el flujo de
circunvalacion (lineas azules). El objetivo de los autores es establecer este limite de acuerdo con el
tamafio de la particula de interés. A la derecha, simulaciones de elemento finito para el disefio
original (arriba) y para el disefio optimizado (abajo). Adaptado de Guan et al. [47].
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detras de otra. La Figura 28 muestra este segmento de captura junto a las

variables involucradas en el analisis de los autores.

El objetivo de [47] es obtener las dimensiones de los canales de circunvalacion
tales que el limite mostrado por la linea roja en la Figura 28 tenga una distancia
S desde las paredes del dispositivo igual a T, pardmetro definido como la suma
del radio de la particula (r) y una tolerancia Ax. De esta manera, el centro de
masa de la particula estaria dentro del volumen correspondiente al flujo de

captura.

Para lo anterior, Guan et al. [47] establecen los flujos a través del canal de
captura y de circunvalacion a partir de la definicién de flujo mostrada en la
ecuacion (5.7) y asumiendo un perfil de velocidad rectangular definido con una
ecuacion equivalente a la ecuacion (5.6):

w

h
27T 2

Q= 4f f dxdy u(x,y) =
0 0

- 3 A% sinh An(w = 21))"
- 1222)Lh Lli-6 (w —h ZT) Z Cos(h (A;:vfs )(nzo) (5.14)
Qp = 4f_W_Tf dxdy u(x,y) =
T ) e e e S |

6# r cosh (A’;lw)

donde Q; es el flujo de captura, Q;, es el flujo de circunvalacion y 1, =
2n + 1Dr/2.

Los flujos anteriores representan el limite en el cual S = T. Segun Guan et al.
[47], para obtener una captura determinista, se deben obtener flujos cuya

razon sea mayor a la razén de los flujos limites, es decir:

k=Yes g o

Qp Qb

(5.16)
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Esto se logra al modificar los parametros utilizados para calcular el flujo. En el
caso del trabajo de [47], se modifican el largo del canal de circunvalacion (L),
cambiando de una distancia de 113 pm a 900 um, como se muestra en la

figura 6 derecha.

Por lo anterior, se siguié una estrategia similar a la de [47] para encontrar las
dimensiones del dispositivo necesarias para tener lineas de flujo en direccién
a la trampa delimitadas por un tamafio de acuerdo con las particulas y células.
Anadiendo que para simplificar este analisis se realizan también una parte
como analogias a los circuitos eléctricos, como se hablé en pérrafos

anteriores.

5.1.2 Esfuerzo cortante
Cuando fuerza tangencia actual sobre una superficie, se genera un esfuerzo
cortante con unidades de presion. En fluidos incomprensibles, la ecuacion

constitutiva de Newton define este esfuerzo 7 con la expresion:

T =uy, (5 17)
en donde u es la viscocidad dinamica y y es la tasa de cizallamiento entre las
paredes del fluido [31]. La tasa de cizallamiento expresa el cambio de
velocidad a través del eje normal al esfuerzo cortante calculado:

y = V?u. (5.18)
De esta manera, se observa como el esfuerzo cortante es un componente

principal en la expresion de Navier-Stokes (ecuacion (5.1)) [48].

En un caso simplificado, como el mostrado en la Figura 26, donde se tiene flujo
paralelo a una pared solida, la expresién (5.17) para esfuerzo cortante se

simplifica como:

=u—. (5.19)

A continuacion, se describen los pasos para llegar a esto y las condiciones de

las simulaciones que se utilizaron para comprobar el disefio.
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Figura 29 — A la izquierda, esquema para los calculos iniciales. El flujo de entrada (QO0) se divide en
los flujos Q1 y Q2 por la linea de flujo limite cuya distancia desde la pared correspondiente a la
trampa es igual al radio de la particula de interés. Estos flujos reciben el nombre de QS1y QS2 en
la salida. El ancho del canal de entrada es w0, mientras que el de la trampa es w1l. La profundidad
en todo el esquema es de h. A la derecha, diagrama de la geometria utilizada para las simulaciones.

5.2 CONDICIONES DE SIMULACION

Las simulaciones hacen uso de la interfaz Creeping Flow del médulo de CFD
de COMSOL, la cual permite simular el flujo de un fluido a bajos numero de
Reynolds. Como se menciond anteriormente, en estos flujos el termino viscoso
impera sobre las fuerzas inerciales por lo que estas pueden ser omitidas,
permitiendo la solucion del sistema utilizando la ecuacion linealizada de Stokes
para la conservacion del momento lineal y la ecuacién de continuidad para la

conservacion de masa.

En un inicio se utilizé el esquema izquierdo de la Figura 29 para desarrollar el
analisis del sistema y después comprobarlo en el modelo de la derecha de la
Figura 29. El esquema a la izquierda es una representacion simplificada de
nuestro dispositivo, en donde se trabaja con la seccion final del dispositivo con
una trampa, ignorando la trampa contraria a la mostrada y los canales
laterales, asumiendo que las salidas estan abiertas a la atmosfera. Aqui, se
tiene un flujo de entrada Q, a través de un canal de entrada con ancho w, y
profundidad h, el cual es dividido en dos (Q, y Q,) por la linea de flujo limite
con una distancia a la pared correspondiente a la trampa de r;. Esta distancia
es obtenida del radio de la particula y el sistema de coordenadas con centro
en la mitad de la entrada: r; = (w,/2) — R. El flujo Q, se dirige hacia la trampa,

la cual tiene un ancho w,, y pasa a ser el flujo Qs;, mientras que el @, mantiene
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la direccion por el canal principal hacia la salida, donde se considera como

flujo Qs,.

Al tener flujos a la entrada como [47], definidos sus limites arbitrariamente y
no con base en las paredes, estos son obtenidos de acuerdo con la definicion
de flujo presentada en (5.7), en donde los limites de integracion se establecen

siguiendo la linea de flujo limite:

Wo h
2 (2
Q= 2[ f u dydx (5.20)
71 0
T1 %
Q, = Zf_(m)fo udydx. (5.21)
2

Por sencillez al resolver las integrales, se asume un perfil de velocidad de

placas paralelas, ecuacion (5.5), obteniendo lo siguiente:

1 (Aph

Q1= ﬁ(uLL) (wo — 211)%(ry + wy) (5.22)
1 (Aph

0z = =53 (o) (1 = wo) @i+ wo)?. (5.23)

Por otro lado, los flujos en las salidas se encuentran delimitados en su totalidad
por las dimensiones de sus respectivos canales, por lo que su calculo se
simplifica al poder utilizar la ley de Hagen-Poiseuille descrita en la ecuacion
(5.11). Asumiendo que el canal de entrada tiene una longitud despreciable y

que la presion en la region de entrada es igual, se tiene que:

Ap

Ap
Os1=5—— Yy Us2 = (5.24)

Rtrampa Rsalida

Al tener canales rectangulares, la expresidbn en ambos denominadores se
puede sustituir por la expresion de resistencia correspondiente mostrada en la
Tabla 1.
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Como se menciond anteriormente, las razones de los flujos de entrada y salida
deben ser iguales, por lo que, de acuerdo con las expresiones para flujos y

simplificando, esta igualdad es:

& _ (wo — 211)?(1; + wp) . Rsatida _ &
QZ (rl - WO)(Zrl + WO)Z Rtrampa QSZ ’

(5.25)

en esta expresion, el lado izquierdo establece la distancia de la linea de flujo
limite a la pared, mientras que en el lado derecho se tienen las dimensiones
de los canales de salida a través de la definicion de resistencia. Entonces, de
acuerdo la dimension que se pretenda modificar se resolvera la igualdad

anterior.

En el caso de prueba, se decidié modificar el ancho de la trampa, por lo que la
igualdad era manipulada para obtener la resistencia de trampa (R:rampa)
adecuada al limite de linea de flujo establecido. En la expresion de resistencia
se encontraba entonces el ancho adecuado para obtener el mismo valor que

el obtenido de la igualdad de razones.

La obtencion del ancho a partir de la definicion de resistencia en canal
rectangular no se obtuvo de manera analitica debido a que, como ya se dijo,
la expresion solo es viable siw > h y en nuestro caso esto no se cumple. Esto
se soluciona al girar el sistema de coordenadas y definir w como h y viceversa.
Sin embargo, el verdadero problema se presenta por la dificultad de despejar
h de la expresion. La solucion que se dio fue el utilizar métodos numeéricos
para encontrar los parametros (h 0 w) que cumplen con la funcion de

minimizacion:

(5.26)
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Establecida la funcion y utilizando la geometria presentada a la derecha en la
Figura 29, se encontrdé que el ancho w; de la trampa debia ser de 3.48 um

para una longitud limite de linea de flujo de 8 um.

Para comprobar esto, se utiliz6 esta geometria con el ancho de trampa
encontrado en un modelo de COMSOL con la fisica descrita al inicio de la
seccion. En este modelo, se establecieron como condiciones de frontera un
flujo impulsado por diferencia de presion donde la entrada es la mostrada en
el diagrama de la figura, con una presion de 123 kPa y una entrada de
estabilizacion de 500 um. La presion de 123 kPa fue seleccionada pues esta
caeria a través de la entrada de estabilizacion hasta los 20 kPa en la entrada
del sistema modelo. Este ultimo valor de presién se encuentra cercano a la
presion utilizada en diferentes dispositivos microfluidicos. Ambas salidas
tenian una presidn nula. La interaccion con las paredes fue de no
deslizamiento. Al ser una geometria tridimensional, la malla utilizada fue
tetraédrica con un tamafio minimo de elemento de definido por la opcion

predeterminada fine. La solucion se dio para un estado estacionario.
P(0,y,z) = 123 kPa
P(x,20 um, z) = P(500um,y,z) =0
u(x,y,0um) = u(x,y, 10 um) = u(x,0 um, z) = u(x,20um,z) = 0
v(x,y,0um) = v(x,y,10 um) = v(x,0 um, z) = v(x,20 um,z) = 0

w(x,y,0um) = w(x,y,10 um) = w(x,0um,z) = w(x,20 um,z) = 0
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Figura 30 - Esquema del sistema de canales con trampas de forma secuencial. Estas son repetidas
a lo largo de 5 000 um. Este modelo se puede dividir en mdltiples segmentos que consisten en un
canal principal, un canal de conexién y un canal lateral. En el diagrama se encuentran sombreadas
las partes que componen uno de estos segmentos, ademas se indican las resistencias hidraulicas y
las presiones a la entrada y salidas de este.

Lo siguiente fue establecer un modelo cuya geometria fuera mas parecida al
dispositivo del proyecto. Para esto se disefié el esquema mostrado en la Figura
30, el cual se compone de un canal principal continuo con la entrada, que se
une a un canal lateral por medio de mdltiples canales de conexion. Ambos
canales (principal y lateral) tienen salida a la atmosfera. El esquema entonces

representa una situacion similar a la de nuestro dispositivo.

Como se observa en el diagrama, el segmento del dispositivo esta compuesto
por una parte del canal principal y del lateral, junto al canal de conexion
correspondiente. Sus resistencias se denominan Rp , R, Y R ,
respectivamente. A la entrada y las salidas del segmento se tienen tres
presiones denominadas P; (a la entrada), P;; (a la salida del segmento, en el
canal principal) y P;, (a la salida del segmento, en la unién del canal de
conexidn y el lateral). Para adaptar esta geometria al modelo de lineas de flujo
anterior, se asume que las caidas de presion a través del canal principal y del
canal de conexion mas el canal lateral son iguales. Asi mismo, la resistencia
de trampa se obtiene de la suma de las resistencias hidraulicas del canal de

conexién y lateral tal como se muestra en el diagrama.
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Figura 31 — Geometrias en COMSOL que incluyen un canal lateral. La imagen de la izquierda es un
modelo similar al propuesto con multiples canales conectando al canal principal y al lateral. La
imagen derecha muestra un modelo méas simple con un solo canal de conexion.

Para la simulacion, se eligio un modelo bidimensional debido a la complejidad
gue agregaban los multiples canales de conexion. Esta tenia los mismos
pardmetros de simulacién que lo descrito anteriormente para el modelo
tridimensional. La diferencia con estos modelos es el uso de la opcion canal
somero (shallow channel) en la fisica de flujo laminar, la cual permite tomar en
cuenta los efectos de la profundidad en canales pequefios a través de la
declaracion de la variable de profundidad d, , que en nuestro caso
representaria la altura. Esta opcion es importante, ya que de otra manera
COMSOL utiliza una profundidad de 1 unidad de longitud como profundidad
general en los modelos bidimensionales. La opcion de canal somero involucra
los efectos de la profundidad agregando un término fuerza de volumen a las
ecuaciones de momento que representa el arrastre por la resistencia de las

paredes:

12uu
E =- aZ (5.27)

La simplificacion al modelo bidimensional también permiti6 el uso de
elementos de malla mas finos. De esta manera, se tiene una malla con la
opcion predeterminada Extra Fine. Asi, se resolvio el modelo descrito para un
estado estacionario y con un ancho del canal de conexion de 16 um, medida

obtenida resolviendo (5.25) y (5.26) para un r; igual a 8 um. Estas mismas
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condiciones de simulacion se utilizaron para la geometria de la Figura 31, con

la Unica diferencia de la existencia de un solo canal de conexion.

Los resultados obtenidos de estas simulaciones mostraron que la prediccion
de la linea de flujo limite no se cumplié. Por esta razon se realizé un estudio
paramétrico de las mismas, en donde se varié el ancho de los canales de
conexion en un intervalo de 1 a 40 um, con el fin de comprobar que realmente
existiera un ancho determinado el cual permitiria el paso del flujo debajo de la
linea de flujo objetivo.

Debido a que los resultados del modelo de lineas de flujo no coinciden con lo
obtenido en simulaciones para geometrias relativamente simples (Figura 31)
del dispositivo, se optd por realizar estudios paramétricos sobre un modelo

3um | 10 um
22 um _L 6 urm

8 um 8 um

22 um —l 20 um

500 pum 10 um

Figura 32 — Diagrama del modelo del dispositivo para observar los flujos a través de los canales.
Arriba, representacion de la resistencia hidraulica ocasionada por el estrecho canal de conexion que
une a la trampa con el canal lateral y su equivalencia con una misma profundidad. Abajo,
representacion del dispositivo de forma cuasi-simétrica, con canales laterales y de conexién a ambos
lados del canal principal. La diferencia radica en la salida del flujo, solo se da en el canal principal y
el canal lateral inferior.
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mas cercano al dispositivo, variando diversas dimensiones de este, para de
este modo estudiar el comportamiento de los flujos en los segmentos de canal

de interés (canal de conexion o trampa).

La geometria utilizada es mostrada en la Figura 32. Al utilizar el modelo
bidimensional, aun con la opcion de canal somero, se supone una sola
profundidad. Esto no es asi en el dispositivo original, pues los canales que
conectan la trampa con el canal lateral tienen una profundidad mucho menor
a la de los demas canales, lo cual ocasiona una resistencia mucho mas grande
en esta parte del dispositivo. Para representar esta diferencia de resistencias
entre los canales manteniendo una misma profundidad, se modifica la
viscosidad en los segmentos correspondientes de acuerdo con la ecuacion de

resistencia para canales rectangulares.
De esta manera, se realizaron barridos para las siguientes condiciones:

e Cambio de viscosidad de 1 x 10~* hasta 1 x 10° Pa- sy anchos de 8 y
20 um para los canales de conexion. El total de resultados es de 40.

e Cambios de viscosidades de 1 x 107° hasta 1 x 10~! Pa-s para los
canales laterales y 1 x 1075 hasta 1 x 10! Pa - s para los de conexién,
siendo en total 100 resultados.

e Variacion independiente de la viscosidad de los canales de conexion
(divididos en superior cuando el canal lateral correspondiente esté
cerrado e inferior donde el canal lateral respectivo esta abierto a la
atmosfera) de 1 x 107> hasta 1 x 10° Pa-s, con un total de 400

resultados.

Las condiciones generales son las mismas que se utilizaron en simulaciones
previas: flujo dirigido por diferencia de presion, entrada en por el canal principal
con una presion de 123 kPa y una entrada de estabilizacion de 500 um; salida
del flujo en el canal principal y lateral inferior como se indica en el diagrama;

no deslizamiento en paredes y canal somero con una profundidad de 22 pm.

59



18 2 x 50
45
12 40
| 35
30
25
20

10

-10

a8 -15

Figura 33 — Geometrias para la simulacion del esfuerzo cortante. El circulo en la parte inferior de
ambas figuras representa la célula atrapada. La posicién de centro su centro respecto a la pared
inferior del canal principal representa un cambio en el alto de la trampa. A la izquierda, el sistema
con una perla atrapada en la trampa opuesta, bloqueando el acceso al canal lateral. A la derecha,
la misma trampa vacia, con acceso al canal lateral opuesto.

La malla utilizada es triangular con un tamafio de elemento Finer. La solucion

se da para el estado estacionario.

Por otro lado, de manera independiente se realizaron simulaciones para el
esfuerzo cortante que presentarian las células bajo dos condiciones
principales: cuando la trampa de la perla correspondiente a la célula este vacia
y cuando este ocupada. Lo anterior implicaria que, en el primer caso, exista
flujo hacia el canal lateral opuesto, mientras que, en el segundo, la perla

bloguearia el acceso hacia este y no habria flujo hacia ningin canal lateral.

Para lograr las condiciones anteriores, se utilizaron las geometrias
presentadas en la Figura 33. A la izquierda se observa que no existen canales
laterales, por lo que el flujo se conducira solo por el canal principal. En la
derecha, se tiene un canal lateral cuyo ancho es mayor al del canal principal
para otorgar una menor resistencia a este. El canal principal tiene una longitud
de 1500 um que no se encuentra dentro de la vista presentada. Ambas
condiciones se realizaron utilizando una presion de entrada que vari6 de 0.6 a
13.8 kPa, asi como la posicién del centro de la célula respecto a la pared,
suponiendo con esto ultimo un cambio en la altura de la trampa de 4 a 14 um.
La trampa en este modelo tiene una altura de 15 um para permitir el
movimiento del centro en el estudio paramétrico. El sistema tiene una entrada
de estabilizacion de 250 um, para compensar el cambio del ancho del canal

principal y la viscosidad es igual en todo el sistema (u = 0.0010093 Pa - s). La
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Figura 34 — Lineas de flujo en modelo simple. Las lineas de flujo en rojo son aquellas que inician a
una altura de 8 um desde la entrada, es decir, son las lineas de flujo limite en la prueba.

malla utilizada fue triangular con un tamafio estandar fine. De igual manera, la

solucién es en el estado estacionario.

En la siguiente seccidn se muestran y discuten los resultados obtenidos por

las simulaciones descritas anteriormente.

5.3 RESULTADOS

El uso de las ecuaciones (5.25) y (5.26) para encontrar el ancho de conexién
necesario para una linea de flujo limite deseada resulto exitoso, pues como se
muestra en la Figura 34, la gran mayoria de las lineas de flujo que existen
debajo de la linea limite en rojo se dirigen hacia el canal de conexiébn como se
esperaba. Esto nos indicaban la posible utilizacion del modelo anterior para la

futura eleccion de las dimensiones de los canales en el dispositivo.

Para continuar observando el desempeiio de la estrategia anterior, se
utilizaron los modelos geométricos que se muestran en la Figura 31. La
primera simulacion fue realizada con el modelo de mdultiples canales de

conexion y como se observa en la Figura 35, existen lineas de flujo debajo de
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Figura 35 — Lineas de flujo y campo de velocidad en la entrada de los modelos geométricos
bidimensionales. La linea roja representa la linea de flujo limite que inicia a 8 um del origen del eje
vertical. A) Modelo con mdltiples canales de conexion, b) modelo con un solo canal de conexion.

la linea de flujo limite en rojo que no se dirigen en direccion del primer canal

de conexion como se esperaba, sino hasta el segundo.

Por otro lado, las simulaciones para el modelo con un solo canal de conexion
resultan exitosas, pues como se observa en la derecha de la Figura 35, ésta
establece la interfaz entre el flujo que mantiene su direccion en el canal

principal y el que se dirige hacia el canal lateral por el canal de conexion.

Para tener certeza que existe un ancho del canal de conexion tal que se tengan

las condiciones de flujo anteriores (una linea de flujo limite que inicie a 8 um),

0 20 40 60
Figura 36 — Lineas de flujo y campo de velocidad para el resultado aceptable de las simulaciones

paramétricas donde se variaba el ancho del canal de conexién. La linea de flujo en rojo inicia a una
distancia vertical de 8 um desde el origen y sigue una trayectoria por el primer canal de conexion.
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se realiz6 la simulacion paramétrica descrita en la seccion precedente. Los
resultados de esta mostraron que, efectivamente, un canal de conexion con
ancho 17 um producira el flujo deseado en la geometria con multiples canales

tal como se ve en la Figura 36.

Con lo anterior se tiene entonces que el planteamiento del cual se obtuvo las
relaciones de flujos en parrafos mas arriba contiene suposiciones equivocadas
0 que no son ciertas cuando existen multiples canales de conexion, modelo
que se aleja de la inicial con uno solo canal. Una de las ideas erroneas que
tendria mayor peso en estos resultados es la diferente caida de presion entre
las secciones del canal principal y las del canal de conexion y lateral estudiado,
en donde la suposicién utilizada en (5.24) ya no es valida. Ademas, también
se tiene que las resistencias equivalentes utilizadas (sefialadas en la Figura
30) no sean correctas, pues, aungue solo se quiere estudiar una seccion del
dispositivo, los canales en esta parte se encuentran unidos a todo el sistema,
teniendo una resistencia equivalente diferente y mas compleja al involucrar
uniones en paralelo y en serie, por lo que al utilizar la suposicion inicial en este
modelo se omiten los efectos causados por el resto del sistema. Esto contrasta
con los resultados del modelo derecho de la Figura 35 en donde las
suposiciones iniciales son cumplidas, ya que solo se agrega una resistencia

en serie: el canal lateral.

Un modelo matematico similar al descrito inicialmente, pero para sistemas con
multiples canales en serie y paralelo, requiere de una mejor definicion de las
resistencias involucradas, asi como establecer las caidas de presiones de
manera exacta para poder encontrar sus ecuaciones de disefio como la que

se presenta en (5.27).

Debido a la incapacidad de utilizar el modelo matematico anterior para deducir
las dimensiones del dispositivo 6ptimas para los objetivos propuestos, se
realizaron simulaciones paramétricas similares a la descrita en los ultimos

resultados en un modelo mas cercano a la geometria del dispositivo, en donde
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Figura 37 — Razon de flujos volumétricos entre el canal correspondiente y la entrada en funcién de
la resistencia equivalente de un canal de conexion. La resistencia equivalente de los canales es
modificada a través del cambio en la viscosidad en la regién de estos canales y en el ancho de estos
(8 y 20 um).

se varian ciertos parametros del modelo tal como se describe en la seccion

5.2 condiciones de simulacion.

En la primera de estas simulaciones se tienen los efectos causados por la
alteracion en la resistencia de los canales de conexion en ambos lados del
canal principal. En la gréfica de la Figura 37 se tiene las razones entre el flujo
del canal correspondiente y el flujo de entrada respecto a la resistencia
equivalente de un canal de conexion. Inicialmente se puede observar que los
cambios en el ancho del canal de conexibn muestran un comportamiento
similar en resistencias grandes, sin embargo, conforme esta disminuye existe
un desfase entre estos. Esto se puede atribuir a una combinacion de dos
factores: 1) el uso de la ecuacién de resistencia para canales rectangulares se
vuelve mas inexacta cuanto mas se acerca el ancho a la profundidad del canal
y 2) la viscosidad deja de contribuir a la resistencia cuanto menor sea su valor.
De esta manera, las resistencias pequefias son causadas por una viscosidad
menor, cuando es asi, la viscosidad deja de ser un factor relevante en la
ecuacion y los efectos de las dimensiones del canal se vuelven evidentes. A

pesar de esto, se considera que el comportamiento general de las resistencias

64



es lo suficientemente similar en ambos casos (anchos 8 y 20 um) como para

validar el uso de la equivalencia por viscosidad en subsecuentes simulaciones.

Algo que también puede observarse es la tendencia de los flujos de conexion
y principal a converger a una misma razon cuanto menor sea la resistencia de
los canales de conexion. Esto se puede entender si se considera el caso en
donde los canales de conexidn son inexistentes (R, = 0) y la variacién de
presion solo es significativa en direccion paralela al flujo principal (Ap, = Ap, =
0). Aqui, la caida de presién del canal principal y en ambos canales laterales

es la misma por lo que se tiene que:

AP AP AP

Qu = R Qs =g Qp = Ry QuiRii = QusRis = QpRp (5.26)

Y si las resistencias de ambos canales laterales son iguales a la del central
(como en el modelo de la simulacion), se encuentra que los flujos seran
iguales. Asimismo, de aqui se deduce que en él modelo utilizado se tendra un
mayor flujo hacia los canales laterales (y por consiguiente las trampas/canales

de conexidn) cuando la resistencia de estos sea menor a la del principal.

De manera general, puede observarse que existen dos regiones en la gréfica:
una donde los flujos en los tres canales son similares y una de cierre donde el
flujo hacia los canales de conexion disminuye drasticamente respecto al flujo
en el principal, donde el limite entre estas regiones es una zona difusa
alrededor de 1 x 10'* kg/(m* - s).

Algo destacable también en estos resultados es la similitud en las razones de
flujo que tienen ambos canales laterales, cuando se esperaba que el cierre de
la salida del canal lateral superior supusiera un impedimento para el flujo hacia
este. En la gréfica observamos como esta diferencia solo es apreciable en
resistencias bastante altas, muy dentro de la region de cierre, por lo que se
puede interpretar que el cierre de una salida no es suficiente para disminuir el

flujo hacia el canal correspondiente. Lo anterior puede entenderse debido a
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las multiples conexiones que comparten los canales latearles y principal,

siendo la ultima seccién del dispositivo donde difieren ambos canales laterales.

Por lo tanto, la siguiente simulacion fue realizada con el fin de encontrar los
efectos resultantes de una variacion en los canales laterales y de conexion. En
la Figura 38 se muestran cuatro de los cien resultados obtenidos de esta
simulacion, siendo estos los casos extremos de las condiciones utilizadas:
minima resistencia lateral y de conexidén, minima resistencia lateral y maxima
de conexidn, maxima resistencia lateral y minima de conexion y maxima
resistencia lateral y de conexiéon. Como se ve, en tres de los casos no existe
flujo hacia los canales laterales, solo el que tiene menor resistencia total

permite un flujo hacia estos.

En la grafica de la Figura 39 se tiene la razon entre el flujo de los canales de
conexion o principal y el flujo de entrada con respecto a la resistencia
equivalente del primer segmento del canal lateral y de conexion
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Figura 38 — Campo de velocidad y lineas de flujo en el primer segmento del modelo para cuatro
extremos de las cien condiciones de simulacién: a) resistencia total minima, b) resistencia lateral
maxima y de conexion minima, c) resistencia lateral minima y de conexion maxima y d) resistencia
total maxima. Solo existe flujo hacia los canales laterales en el primer caso.
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Figura 39 — Razon entre el flujo volumétrico del canal correspondiente y el flujo de entrada en funcion

de la resistencia total equivalente, definida como la suma de las resistencias de un segmento del
canal lateral méas el canal de conexion respectivo.

correspondiente para las cien condiciones. En la grafica se puede observar
que, de nuevo, un aumento en la resistencia de ambos canales produce un
flujo nulo hacia los canales de conexién/laterales, pero se encuentra un
desplazamiento de la region de apertura de los canales de conexion, en donde
ya no existe la tendencia a un mismo flujo entre los canales laterales y principal
debido a una resistencia nula, en su lugar, este punto se encuentra en medio
de ambas regiones. Segun lo escrito en parrafos anteriores, en esta zona se
encontraria una resistencia equivalente del conjunto canal de conexion/lateral
igual a la del segmento de canal principal correspondiente. Agregando
también, que la resistencia minima causa un flujo nulo hacia el canal principal,

con el flujo repartiéndose entre los canales laterales.

Ademas, en la gréfica se pueden observar rizos que se generan a lo largo de
las tres curvas principales. Las curvas correspondientes a los canales de
conexion son idénticas a lo largo del grafico, sin embargo, su diferencia radica
en estos rizos, donde los correspondientes al lado inferior alcanzan valores
mayores que su contraparte superior. Dado que la Unica diferencia entre los
canales de conexion y los canales laterales respectivos es la abertura de salida

en estos ultimos, podemos suponer que esto se debe esta salida y al cambio
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de resistencia de los canales de conexion, pues son estos ultimos los que
conectarian al canal lateral superior (cerrado) con las otras salidas, lo que
significa que el flujo superior vera una resistencia mayor a los flujos con salidas
propias (los canales principal y lateral inferior no deben atravesar de nuevo los
canales de conexion para salir del sistema). Entonces, como se ve también en
la primera simulacion, el dejar cerrado el canal superior parece otorgar una

diferencia significativa en los flujos si las resistencias de los canales son altas.

La Figura 40 muestra de nuevo la razon de flujo del canal correspondiente y
del flujo de entrada, pero esta vez en funcion de las resistencias
independientes lateral y de conexion. Como se aprecia, el aumento de
cualquiera de las resistencias ocasiona una disminucion del flujo hacia los
canales laterales y un efecto contrario cuando la resistencia disminuye. Lo
anterior es facilmente visible en las figuras anteriores, sin embargo, en esta
grafica es posible observar que la resistencia de los canales de conexion
requiere ser un orden de magnitud mas grande que la resistencia de canales

laterales para lograr un efecto similar.
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Figura 40 — Razones de flujo en el canal correspondiente y el flujo de entrada en funcién de la
resistencia del canal de conexion y de la resistencia lateral. Las flechas indican la pertenencia de las
superficies.
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En la parte izquierda de la Figura 40 puede verse con mayor claridad la region
desigual en flujos entre la parte inferior y superior. Aqui, se tiene que la
diferencia es maxima cuando se tiene un valor mas pequefio de la resistencia
lateral, en un rango intermedio de la resistencia de conexion. Sin embargo,
esta diferencia no es mayor a dos décimas del flujo de entrada, lo cual
cuestiona la utilidad de cerrar el canal superior para promover la direccion del

flujo en sentido opuesto.

Hasta ahora, las simulaciones implicaron una variacion simétrica entre las
resistencias de los canales, es decir, el canal lateral o de conexion superior
tenian la misma resistencia que su contraparte inferior. Las siguientes
simulaciones asumen que ambas regiones tienen diferentes propiedades con

el fin de lograr un mejor direccionamiento del flujo.

La Figura 41 muestra los casos extremos en el primer segmento del modelo
donde las resistencias de conexién son variadas independientemente. Los

canales laterales son iguales a ambos lados del modelo, sin embargo, estos
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Figura 41 — Campo de velocidad y lineas de flujo para el primer segmento de modelo resultantes de
cuatro condiciones extremas de simulacion: a) resistencias iguales y minimas, b) resistencia superior
maxima e inferior minima, c) resistencia superior minima e inferior maxima y d) resistencias iguales
y maximas.
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Figura 42 — Razones de flujo del canal correspondiente y el flujo de entrada en funcién de la
resistencia de conexion superior e inferior. Vistas a) frontal y b) trasera de la gréfica.

han disminuido su resistencia respecto al canal principal aumentando su
ancho. Los comportamientos observados son légicos, donde una mayor
resistencia implica un cierre del canal, evitando el ingreso de flujo en esa
direccion. La Figura 42 muestra los resultados para todas las simulaciones. Se
puede observar que aumentar el ancho del canal de conexion disminuye la

regién donde el flujo del canal central es cercano al flujo de entrada.
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Figura 43 — Esfuerzo de corte para una dimensién de trampa igual a la original (altura 8 um, centro
de célula 4 ym) con una presion de entrada de 3.4 kPa para canal lateral opuesto bloqueado (arriba)
y abierto (abajo). La escala de colores se encuentra truncada hasta los 2 Pa por claridad.

En cuanto a los resultados para el esfuerzo cortante, se obtuvo lo siguiente.
En la Figura 43 se presentan los dos casos mencionados de ocupacion de la
trampa de perla opuesta para el tamafio de trampa de célula original con una
presién de entrada de 3.4 kPa. Como se observa, incluso con esta baja
presion, la célula esta sufriendo un esfuerzo cortante mayor a 1 Pa en ambos
casos, aunque es mayor la superficie sobre la que se tiene un esfuerzo mayor

a 1 Pa cuando la trampa opuesta se encuentra libre.

Los resultados para todas las simulaciones se muestran en la Figura 44. Aqui
se muestra un mapa de contorno, con dos areas definidas por su comparaciéon
respecto a T = 1 Pa. Como se observa en ambos casos, con la medida original
de la trampa, la célula esta expuesta a un esfuerzo cortante alto, con
practicamente cualquier presion de entrada. También es posible apreciar que

cuando se tiene libre el paso al canal lateral, las células reciben un mayor
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Figura 44 — Gréficas de esfuerzo cortante en funcion de la altura de la trampay la presion de entrada.
A la izquierda, canal lateral bloqueado. A la derecha, canal lateral abierto.

esfuerzo cortante, disminuyendo la zona confort (es decir, T < 1 Pa), donde se

tienen esfuerzos mayores a 40 Pa en las presiones més elevadas.

De acuerdo con las gréficas, para asegurar esta zona de confort, se requiere
de una presion baja y una altura de trampa alta. Sin embargo, es posible llegar
a un compromiso con una altura de trampa suficientemente grande, por
ejemplo, una medida de 12 um parece ser suficiente en gran parte de la
grafica, presentando solo un esfuerzo dafiino en presiones relativamente altas.
La Figura 45 muestra el esfuerzo con estos parametros para ambas

condiciones.

En esta parte del trabajo se traté de encontrar una expresién que permitiera
encontrar los pardmetros de disefio necesarios para que una porcion de flujo
determinada fluyera hacia una direccién. Lo anterior, bajo la premisa que las
perlas y células seguirian la trayectoria de este Ultimo. Sin embargo, no se
logré encontrar una que se adaptara a la configuracién del sistema propuesto
aqui. Es por este motivo, que utilizando simulaciones paramétricas (es decir,
con cambios en ciertas variables), se trat6 de comprender la naturaleza del
flujo en el dispositivo y de esta manera encontrar de forma heuristica los
parametros de disefio necesarios para lograr la meta de mejorar la eficiencia

de captura.

Los resultados muestran que se requiere un cambio en las resistencias de los
canales que conforman el sistema, en donde se tenga una resistencia

progresivamente mayor en el siguiente orden: sistema de canales trampa y
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Figura 45 — Esfuerzo de corte para una dimension de trampa con altura 12 um (centro de célula 8
um) con una presion de entrada de 13.8 kPa para canal lateral opuesto bloqueado (arriba) y
abierto (abajo). La escala de colores se encuentra truncada hasta los 2 Pa por claridad.

laterales correspondientes a la célula, sistema de canales trampa y lateral
correspondiente a las perlas y finalmente el canal principal. De esta manera,
se tendra una mayor captura en la parte inicial (células) que, al sellar su lado
respectivo del sistema, ocasionara que la segunda parte de captura (perlas)

tenga la menor resistencia y sea a este lugar donde se dirija el flujo.

Asi mismo, las simulaciones del esfuerzo de corte muestran que se requieren
trampas mas profundas para evitar dafio o activacion indeseada por el flujo,
pues la altura original presenta inconvenientes incluso en flujos relativamente
bajos (desde 1 kPa).

Lo anterior sobre los flujos y lo encontrado en la seccidn previa acerca de la

adsorcion-difusion, se discute con mas detalle a continuacion.
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6 PROPUESTA Y CONCLUSIONES

De la primera parte de las simulaciones, correspondiente a la difusion y
adsorcion del analito en el medio, tenemos que el dispositivo debe tener una
distancia grande entre trampas para lograr reducir la contaminacion entre
trampas, asi como maximizar la adsorcion por parte de la perla blanco. Sin
embargo, esta distancia esta limitada por la propiedad de espacio reducido
inherente en los dispositivos microfluidicos, y dado que la tendencia observada
en los resultados indica que la distancia entre las trampas debe ser bastante
grande para lograr reducir una cantidad considerable la contaminacion, se
necesita aumentar la trayectoria del analito entre trampas, mientras se
conserva una distancia entre trampas minima. Una de las formas mas
utilizadas en la microfluidica el serpentin, el cual es mostrado en la Figura 46,
el cual se utiliza usualmente para generar una resistencia deseada en el
disefio [49]. El serpentin permite crear zonas de desplazamiento grandes en
superficies pequefias debido a la multitud de pliegues que lo conforman. De
esta manera, se sortearia el aumentar la distancia de desplazamiento del

analito entre las trampas, sin acrecentar la distancia entre estas.
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Figura 46 — Diagrama de un sistema microfluidico de dilucion, donde se requiere el uso de diferentes
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Por otro lado, estas simulaciones también mostraron que una disminucion de
la constante de difusion debido a, por ejemplo, un aumento en el peso
molecular, se lograria una mejora en los resultados de cobertura y
contaminacion. Este aumento del peso molecular puede ser debido a la union
del analito con el marcador secundario, por lo que no se descarta la posibilidad
gue los resultados obtenidos al utilizar este Gltimo mejorarian lo esperado por

las simulaciones que asumen solo la constante de difusién del analito libre.

Ademas, se observaron las mejoras que podrian darse si se asegura que la
densidad de sitios de unién es al menos un orden de magnitud mayor al
estimado para las perlas funcionalizadas que se supusieron para la simulacion.
Un punto de mejora seria obtener perlas con una mayor densidad de sitios con
estraptividina, lo que aumentaria la unién de anticuerpo biotinilado a la
superficie. Por otro lado, aunque un aumento en la superficie no supondria
necesariamente un aumento en la densidad, si implicara la captura de un
mayor numero total de analito por la perla, lo que ayudaria a disminuir la
contaminacion entre trampas. Aunque esto no se probod en las simulaciones,
pareceria que seria una buena manera de mejorar los dos parametros ya
expuestos pues es relativamente facil conseguir perlas con diametros

mayores.

De esta manera, las simulaciones respecto a la difusién y adsorcién del analito
indican que la elongacion del canal principal, el aumento en la concentracion
de anticuerpos sobre la superficie de la perla, asi como se su afinidad y la
disminucién de la difusividad provocan un aumento en la creacion de
complejos anticuerpo-analito en la perla y una disminucion de la contaminacion

en perlas vecinas.

Mientras que de la segunda parte en las simulaciones se encuentra que las
dimensiones de los canales deben ser cambiadas para mejorar la captura,
tanto de perlas como de células. Por una parte, se debe aumentar el ancho de
los canales de laterales respecto al canal principal para que de esta manera

se logre desviar una buena parte del flujo hacia las trampas. Sin embargo, algo
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gue se encontrd es que, si se realiza esto a ambos lados del canal central, la
simetria del dispositivo provocara un direccionamiento indistinto hacia las
trampas de perlas y células. Es por esta razon que se sugiere el cambio en la
resistencia de los canales de conexion, donde el lado perteneciente a las
perlas es menor a la resistencia equivalente del canal principal y el de las

células es menor a estos dos.

Lo expresado en el parrafo anterior se lograria con un aumento en el ancho de
los canales laterales, igualandolos con los del canal principal, ademas, la
resistencia de estos se veria reducida si es utilizada la resolucion de las
simulaciones anteriores donde la distancia del canal principal es aumentada.
La resistencia de los canales de conexidn se podria reducir aumentando la
altura de estos, ya que una modificacién en el ancho podria permitir que las

células o perlas escaparan de la trampa a través de estas.

Sobre el esfuerzo de corte, se observé que, con el tamafio original de trampa,
las células quedan demasiado expuestas al flujo, por lo que requieren de
colocarse en una profundidad mayor. Sin embargo, las células no pueden
alejarse demasiado de las perlas, pues esto provocaria inconvenientes
durante la etapa de difusion-adsorcion, donde cada micrémetro es una

distancia valiosa, recordando el termino cuadratico de la ecuacién (4.7).

En resumen, se propone un disefio de un dispositivo con al menos 1 500 um
de separacion entre trampas de manera horizontal, en donde la resistencia
equivalente del canal correspondiente a las células (inferior) es de un orden
de magnitud inferior al canal lateral correspondiente a las perlas y esta a su
vez sea también un orden de magnitud menor a la del canal principal. Ademas,
se sugiere que las perlas sean funcionalizadas con un nimero 10 veces mayor
de anticuerpo, logrando concentraciones superficiales > 107 mol/m?. Asi
mismo, las trampas de células deben tener una altura minima de 8 um. Este

se muestra en la Figura 47.

76



Figura 47 — Esquema del modelo propuesto. Las resistencias son diferentes de acuerdo con Rp >
Rs > R;. La distancia marcada por la linea punteada roja (d;) es mayor a 1 500 um, manteniendo
una distancia entre trampas minima (d; > dp). Las perlas deben tener 10 veces mas sitios de union
gue el estimado. La altura de las trampas (hy) debe ser > 8 um.

El disefio original muestra una contaminacién bastante alta (>99%, esquina
inferior izquierda de las graficas en la Figura 20), un flujo principal mucho
mayor al del flujo de captura (resistencia total equivalente >10 kg/m* - s,
Figura 39) y un esfuerzo cortante sobre las células atrapadas >5 Pa en el peor
de los casos (grafica inferior de la Figura 43), mientras que la propuesta
pretende tener una contaminacion menor al 80% (regién azul de la gréafica
superior derecha de la Figura 24), un flujo de captura preferencial (es decir,
resistencias laterales menores al principal, pero diferentes entre si, Figura 42)
y un esfuerzo cortante ~1 Pa (grafica inferior de la Figura 45). Por lo tanto, se
debe dejar en claro que el disefio propuesto, aunque se espera con mejores
resultados del disefio original, sigue obteniendo un rendimiento pobre y se
concluye que un sistema simple como el mostrado en este trabajo no optimiza
el funcionamiento del dispositivo y requeriria modificaciones completas en su
geometria o la adicibn de méas elementos fisicos (ej. valvulas) para lograr
resultados aceptables, aunque con esto se perdiera la sencillez de su

fabricacion y operacion.
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{ PERSPECTIVAS

Aunque parametros importantes para el funcionamiento del dispositivo fueron
modificados en las simulaciones, y el impacto de este cambio fue estudiado,
guedaron fuera diferentes opciones que podrian ayudar en la optimizacion. Por
ejemplo, se menciond la posibilidad de cambiar el tamafio de las perlas. El
aumento de la superficie de adsorcién implicaria un incremento en el nimero
total de sitios de unién, lo que podria resultar en un mayor nimero de analitos

capturados [25].

Otro factor que se puede estudiar es la cantidad de sitios de unién real de
acuerdo con la funcionalizacion de anticuerpos. En este trabajo se asumio que
cada anticuerpo ligado a la superficie contenia solamente un sitio de unién con
el analito y que este se encontraba disponible toda vez que no fuera ligado con
el analito. En realidad, dependiendo del complejo antigeno-anticuerpo y la
técnica de funcionalizacion, el nimero de sitios de union no es equivalente al

namero de anticuerpos anclados a la superficie [26].

A si mismo, el principio de deteccion del dispositivo es la deteccién por
fluorescencia de un inmunoensayo tipo sandwich, por lo que existen dos
reacciones: analito al anticuerpo de deteccion y este complejo al anticuerpo de
captura. La suposiciéon realizada fue que la reaccion de importancia era la
unién al anticuerpo de captura, por lo que no se toma en cuenta la formacién
del complejo analito-anticuerpo de deteccion. Lo anterior tendria dos
implicaciones, una es el cambio en la cinética de union observada y la otra una
variacion en el coeficiente de difusion, lo cual tiene efectos visibles en la

contaminacion y captura como ya se expuso.

Finalmente, se podrian realizar estudios computacionales para el supuesto
disefio con valvulas y observar si realmente la adicién de estas (y por
consecuente, aumentar la complejidad del sistema) resulta en una mejora

considerable del dispositivo.
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