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ABSTRACT

The liver is an essential organ in the human body that performs various
functions such as detoxification, storage or release of glucose, bile secretion,
protein synthesis, among others. The use of in vitro models such as three-
dimensional hepatocyte cultures are a reliable alternative to study how liver
functions are altered under injurious conditions. This work presents the
development and characterization of microfluidic systems for formation, culture,
and analysis of hepatocyte spheroids. The system consists of two modules, one
for spheroid culture and other module for analysis, which is a droplet-based
microfluidic device. The analysis module allows automated generation of
microdroplets for mixing the culture medium with the assay reagents to measure
bile acids, lactate dehydrogenase and glucose. The concentration changes of
metabolites produced by primary rat hepatocyte spheroids were monitored for 96
hours. A microfluidic device integrated with a microchamber to form and culture
the spheroids and with a droplet formation area within the same device was also
developed. Dynamic stimuli with insulin or glucagon were performed on
hepatocyte spheroids. In the analysis area, microdroplets were generated with
the conditioned medium and assay reagents to measure glucose consumption
and release after stimuli. This work also presents the development and
characterization of a microfluidic device for single cell analysis for future
hepatocyte spheroid heterogeneity studies. The platform allows the controlled
capture and isolation of single cells and microbeads for protein secretion analysis.
In this device, we characterized the trap occupancy and solution exchange in
isolated microchambers, additionally a calibration curve and IL-8 secretion assays
in peripheral blood monocytes were performed to test the performance of the
device.



RESUMEN

El higado es un 6rgano esencial en el cuerpo humano que realizar diversas
funciones de desintoxicacion, almacenamiento o liberacion de glucosa, secrecion
de bilis, sintesis de proteinas, entre otras. El uso de modelos in vitro como los
cultivos tridimensionales de hepatocitos son una alternativa fiable para estudiar
como se alteran las funciones hepaticas bajo condiciones nocivas. En este
trabajo se presenta el desarrollo y caracterizacion de sistemas microfluidicos
para la formacion, cultivo y analisis de esferoides de hepatocitos. El primer
sistema consta de dos moédulos, uno para el cultivo de los esferoides y otro
modulo es un dispositivo microfluidico basado en gotas para analisis. EIl médulo
de analisis permite de forma automatizada generar microgotas para mezclar el
medio de cultivo con los reactivos del ensayo para medir acidos biliares, lactato
deshidrogenasa y glucosa. Con este sistema se monitoreé por 96 horas los
cambios de concentracién de los metabolitos producidos por los esferoides de
hepatocitos de rata primarios. También se desarroll6 un dispositivo microfluidico
integrado con una microcdmara para formar y cultivar los esferoides y con un
area de formacion de gotas dentro del mismo dispositivo. Con el dispositivo
integrado se realizaron estimulos dinamicos con insulina o glucagén a los
esferoides de hepatocitos. En el &rea de andlisis se generaron microgotas con el
medio condicionado y los reactivos del ensayo para medir el consumo y liberacién
de glucosa después de los estimulos. En este trabajo también se presenta el
desarrollo y caracterizacién de un dispositivo microfluidico para el andlisis de la
secrecion de células individuales para futuros andlisis de heterogeneidad de
esferoides de hepatocitos. La plataforma permite capturar y aislar de forma
controlada células individuales y microperlas para el analisis de secrecion de
proteinas. En este dispositivo se caracterizd la ocupaciéon de la trampa y el
intercambio de soluciones en microcamaras aisladas y para probar el
funcionamiento del dispositivo se realizé una curva de calibracion y ensayos de

secrecion de IL-8 en monocitos de sangre periférica.



1. INTRODUCCION

1.1 El Higado

El higado es uno de los 6rganos mas grande del cuerpo humano, se
encuentra situado en la zona abdominal, debajo del diafragma y tiene un peso
aproximado de entre 1400 a 1600 g [1]. EIl higado es un érgano con diversas
funciones metabdlicas necesarias para mantener la homeostasis en el cuerpo
humano. Participa en la produccion de &cidos grasos, proteinas plasmaticas,
factores de coagulacién y acidos biliares. También, intervienen en la eliminacion
de toxinas y farmacos, ademas almacena sustancias como glucégeno, hierro y

vitaminas [2].

1.1.1 Estructura del higado humano

Anatomicamente el higado humano estéa dividido en cuatro grandes I6bulos:
el derecho, el izquierdo, el cuadrado y el caudado (Figura 1.1a) [1]. El higado
recibe el 75% de la sangre a través de la vena porta, siendo sangre desoxigenada
y rica en nutrientes proveniente del tracto gastrointestinal, el pancreas y el bazo
[3]. El higado también esta conectado a la arteria hepatica que suministra el 25%
de sangre restante, la cual esta oxigenada y viene de la aorta [3]. Los canaliculos
biliares recogen la bilis secretada en el higado y la transportan hacia los
conductos biliares que desembocan en el conducto biliar comun para después
almacenarla en la vesicula biliar o enviarla al intestino (Figura 1.1b) [4]. El higado
esta formado por el parénquima, que son placas de hepatocitos; el estroma, que

es tejido conjuntivo; los sinusoides, que son los vasos que transportan la sangre



y el espacio de Disse (perisinusoidal), que esta entre los hepatocitos y las células

endoteliales de los sinusoides [1].

Inferior vena cava Bile canaliculi

Portal vein

Bile duct Portal triad Central vein

Figura 1.1. (a) Imagen mostrando los cuatro I6bulos anatémicos en la superficie
superior (izquierda) y en la inferior (derecha) del higado. (b) llustracion del
higado con el ducto biliar, la vena porta y la arteria hepéatica. (c) Un lobulillo

hepatico con la triada portal y la vena central, tomada de [5].

Las estructuras microscépicas del higado se pueden ver de dos formas o
unidades funcionales: como lobulillos hepéticos o0 como acinos hepaticos (Figura
1.2) [6]. Los lobulillos hepaticos son tridimensionales y tienen una forma
hexagonal en cuyo centro esta la vena central y en las orillas la triada portal, la
cual incluye una rama de la arteria hepatica, la vena porta y el conducto biliar
(Figura 1.1c) [1,7]. Estos lobulillos tienen sinusoides hepaticos y placas con



células del higado. Los sinusoides hepaticos son capilares por donde fluye
sangre desde la vena porta y la arteria hepatica hacia la vena central y estan
organizados en forma radial entre esas estructuras. El acino hepético es una
microestructura anatémica considerada como la unidad funcional en términos del
flujo sanguineo, también formada con sinusoides hepaticos. Tiene forma de
diamante con dos triadas portales y dos venas centrales adyacentes, ademas se
caracteriza por tener tres zonas: la zona 1 o periportal, la zona 2 o intermedia y

la zona 3 o pericentral (Figura 1.2) [7,8].
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Figura 1.2. Representacion de un lobulillo y un acino hepatico, formados por los

Acinus

|
!
|

sinusoides, la vena central, la triada portal y la placa con células del higado,
tomada de [9].
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1.1.2 Células del higado

A lo largo de los lobulillos hay placas que contienen hepatocitos, los
cuales son el principal tipo de célula funcional del higado y son los mas
abundantes, ocupando el 60% del total de células en el higado. Los hepatocitos
son células epiteliales poliédricas con tamafos aproximados de 30 um [1]. Son
células altamente polarizadas, su membrana basolateral (sinusoidal) tiene una
gran superficie debido a la presencia de microvellosidades (Figura 1.3). La
membrana basolateral esta en contacto con el espacio de Disse (Figura 1.4), que
permite la captacion o liberacién de moléculas secretadas por las células hacia
el lumen de los sinusoides. Por la membrana apical o canalicular, los hepatocitos
son conectados entre si por uniones estrechas y forman los canaliculos biliares.

por donde secretan la bilis, los cuales estan perpendiculares a los capilares [1].

Sinusoid
Sinusoidal/Basolateral
’ membrane
Apical/Canalicular
! § membrane
* Bile canaliculi
] (] Tight junction
Hepatocyte

Figura 1.3 Representacion de hepatocitos polarizados, se muestran sus

membranas apicales y basolaterales, tomada de [10].

Los sinusoides estan revestidos por las células endoteliales sinusoidales del
higado, las cuales estan fenestradas para permitir el paso de moléculas como
nutrientes, proteinas, hormonas y toxinas desde el lumen hacia al espacio de
Disse (Figura 1.4) [1,7]. Estas células constituyen el 19 % de las células del

higado y regulan el tono vascular hepatico o la tension en las paredes de los
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vasos ayudando a mantener una baja presion en la vena porta, tienen una gran
capacidad de endocitosis de las células humanas, ademas participan en la
regeneracion del higado tras una lesion hepética aguda [11]. Las células de
Kupffer comprenden el 15% de las células del higado y son macrofagos
residentes que se encuentran en la parte luminal de los sinusoides, siendo la
primera linea de defensa, fagocitando patdgenos que entran desde la circulacion
[12]. Estas células secretan citocinas proinflamatorias cuando existe un dafio
hepatico y también reclutan otras células como monocitos, neutrofilos y células
NK [13,14].

Finalmente, en el espacio de Disse se encuentran las células estrelladas o células
de Ito, las cuales almacenan vitamina A en gotas lipidicas y estan involucradas
en la remodelacion de la matriz extracelular tras la recuperacion de alguna lesion
[15]. En el higado sano, estas células estan quiescentes y se activan por las
citocinas secretadas por las células de Kupffer, ademas pueden detectar
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés)
[15,16].

Hepatocytes

O VS_inu§oida| endothelia! c_e!ls O ]

@ """""" Kupffer cells

% -------- Stellate cells

|

Sinusoid

Space
of
Disse
i A

Figura 1.4 llustracién mostrando las células del higado: hepatocitos, células de
Ito o estrelladas, células de Kupffer y células endoteliales. También se muestra

un sinusoide y el espacio de Disse, tomada de [17].
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1.1.3 Funciones del higado

Las principales funciones del higado se pueden agrupar en secrecion de
bilis, metabolismo de la bilirrubina, metabolismo de nutrientes y desintoxicacion
metabdlica [18]. El higado secreta de 700 a 1200 mL de bilis en un dia, el cual es
producido por los hepatocitos y ayuda a la digestidon de los lipidos. La bilis esta
compuesta por sales biliares que son acidos biliares conjugados por colesterol,
bilirrubina, fosfolipidos, electrolitos y agua [18-21]. Las sales biliares son
necesarias para la emulsion y absorcion de las grasas en el intestino. El higado
participa en la hemolisis recibiendo bilirrubina no conjugada desde la circulacion,
la cual es un subproducto de la destruccion de los globulos rojos envejecidos. En
los hepatocitos se forma la bilirrubina conjugada, la cual es soluble en agua y
puede ser excretada en la bilis [18,20]. Entre las funciones del higado en el
metabolismo de los lipidos esta la lipogénesis, que es la generacion de acidos
grasos a partir de acetil coenzima A (Acetil-CoA) [18,22]. También sintetiza
triglicéridos, fosfolipidos y se lleva a cabo la B-oxidacién, en donde se
metabolizan acidos grasos para degradarlos a Acetil-CoA, el cual entra al ciclo
del acido citrico para producir energia en forma de ATP [22]. El higado tiene un
papel importante en el metabolismo de los carbohidratos, ya que libera glucosa
en condiciones de hipoglucemia mediante la glucogendlisis (el glucégeno se
descompone para producir glucosa) o la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a
partir de acidos grasos y aminoacidos) [23,24]. Los hepatocitos consumen
glucosa y la almacenan en forma de glucégeno hepatico (glucogenogénesis) o
transforman la glucosa en dos moléculas de piruvato que a su vez producen
Acetil-CoA para obtener energia cuando entra al ciclo del acido citrico [23,24]. El
higado sintetiza proteinas plasmaticas como la albumina y globulinas (excepto
gammaglobulina), proteinas de transporte, asi como fibrinébgeno, protrombina y
factores de la coagulacion [18,25]. También sintetiza enzimas como lactato
deshidrogenasa (LDH), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) [18]. El higado metaboliza sustancias enddgenas o

exdgenas (xenobidticos) para evitar su acumulacion excesiva que genere efectos
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adversos [18,20]. Por ejemplo, el higado transforma los xenobidticos lipofilicos a

solutos hidrofilicos mediante la familia de las enzimas del citocromo P450 [20].

1.1.4 Zonacion hepéticay heterogeneidad de los hepatocitos

Estructuralmente el higado es un 6érgano homogéneo con una estructura
uniforme; sin embargo, las funciones que realizan los hepatocitos son
heterogéneas [8,23,26]. En los acinos hepaticos, se destaca la forma del
suministro de sangre, ya que existe un gradiente de oxigeno [8]. Los hepatocitos
que se encuentran mas cerca de la zona periportal (zona 1) estan expuestos a
una mayor concentracién de oxigeno y los que estan en la zona pericentral o
perivenosa (zona 3) les llega menos oxigeno, mientras que en la zona 2 la
concentracion de oxigeno es intermedia (Figura 1.5). [7,8,23]. Debido a este
gradiente, las funciones de los hepatocitos a lo largo del sinusoide son diferentes
dependiendo de su ubicacién y a esto se le llama zonacion hepética. Por
ejemplo, los hepatocitos mas cercanos a la zona periportal tiene mayor actividad
de liberacion de glucosa mediante gluconeogénesis y la degradacién de
glucégeno (glucogendlisis) [8,23,27]. Ademas, en la zona 1 hay mayor oxidacion
de los &cidos grasos asi como sintesis de proteinas como albumina [23,27,28] .
Por otra parte, en la zona pericentral, existe mayor consumo de glucosa, se
incrementa la glucdlisis y la sintesis de glucégeno, ademas aumenta el

metabolismo de los xenobidticos y la sintesis de acidos biliares [8,23,27].
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Figura 1.5 Esquema de un sinusoide mostrando las tres zonas del higado
donde los hepatocitos de la zona 1 estan expuestos a mayor concentracion de
oxigeno a diferencia que los que estan en la zona 3. Se enlistan las principales

funciones de las células en cada zona, tomada de [27,29].
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1.2 Modelos in vitro para el estudio del higado

Como ya se ha mencionado, el higado realiza multiples funciones para
mantener la homeostasis en el cuerpo humano; sin embargo, estas se pueden
ver afectadas cuando existe un dafio hepético. Algunas de las razones que
conllevan a un dafio hepatico son: las infecciones por virus de la hepatitis, el
abuso croénico del alcohol, acumulacién de grasa en el higado (enfermedad por
higado graso no alcohdlico), o puede ser inducido por medicamentos [30-33]. Se
han usado modelos in vivo para estudiar las funciones del higado, principalmente
para la investigacion de nuevos farmacos. Sin embargo, los estudios in vivo en
animales requieren mucho tiempo, son costosos y existen restricciones éticas en
su uso [34,35]. Ademas, se dificulta distinguir los efectos primarios de las
sustancias probadas en el higado, ya que se involucran otros factores como las
interacciones complejas con otros 6rganos [36].

Los modelos in vitro son sistemas usados ampliamente en estudios de
toxicidad hepatica, ya que se disminuye el niumero de animales empleados
reduciendo costos de cuidado y mantenimiento animal. Ademas, con los modelos
in vitro pueden realizarse mayor cantidad de pruebas (mayor rendimiento) para
evaluar farmacos y se reducen los tiempos de los ensayos. [35,36]. Un modelo
in vitro que permite conservar la arquitectura del higado, consiste en aislar el
organo entero y perfundirlo con los farmacos; sin embargo, es dificil de manipular
y su funcionalidad no se mantiene més que unas horas [28]. Otros modelos in
vitro usados actualmente para el estudio del higado son los cultivos planares o
monocapa (cultivo 2D), esferoides/organoides (cultivo 3D) e higado-en-chip

usando microfluidica (Figura 1.6) [37].
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Figura 1.6 llustracion con los diferentes modelos hepéticos in vitro. (a)
Aislamiento y perfusion del higado completo del animal, (b) Cultivos planares o
en monocapa 2D, (c y d) Cultivos tridimensionales, (e) Higados-en-chip, tomada

de [37].

1.2.1 Cultivos en monocapa o planares (2D)

En cultivos 2D, los hepatocitos primarios de rata o derivados de una linea
celular son cultivados en un sustrato plano, generando una monocapa de células.
Estos cultivos 2D son ampliamente usados y permiten realizar estudios de
citotoxicidad. Por ejemplo, con modelos 2D se establecié que el acido oleico y el
acido palmitico inducen el desarrollo de dafio hepético generando esteatosis
(exceso de grasa en el higado) dosis dependiente en cultivos primarios [38]. Con
estos modelos, se encontr6 que el efecto citotoxico del acido palmitico esta
asociado con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen
apoptosis y necrosis, asi como un decremento en la produccién de albumina [38].
Una de las desventajas que tienen los cultivos monocapa en placas
convencionales de 6, 12 0 24 pozos es que solo se mantienen en condiciones

estéticas, por lo que no permiten recapitular condiciones dinamicas que puedan
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ser fisiol6gicamente relevantes, como la zonacion del higado [27]. Una forma de
mimetizar mas de cerca el microambiente celular hepatico consiste en la
perfusion constante de medio fresco, lo que provee nutrientes y remueve
desechos de forma continua [27]. En un estudio se demostrd la importancia de
incorporar perfusion y diferentes tensiones de oxigeno a estos modelos in vitro
(Figura 1.7) [27]. Para esos experimentos, los hepatocitos primarios de rata se
cultivaron en monocapa sobre un cubreobjetos y se colocaron dentro de una
camara de perfusion. La tensién de oxigeno se control6 al variar la altura del
cubreobjetos con insertos depositados en el fondo de la camara [27]. Al analizar
la expresion de genes, estos mostraron funcion metabdlica relacionada con las
zonas hepatica dependientes de la concentracion de oxigeno [27]. Con dicho
modelo se pudo determinar el rol que juega la concentracibn de oxigeno
sanguineo en el proceso de zonacion [27]. A pesar del conocimiento que se
puede generar con los cultivos 2D, una gran desventaja que presentan es que
las funciones especificas de los hepatocitos, como secrecion de albumina y
metabolismo de farmacos se pierde a los pocos dias o incluso a las pocas horas,

lo que limita su uso [37].
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Figura 1.7 (a) Sistema de cultivo y perfusion de hepatocitos en monocapa. (b)
Cambiando la posicion en z de la monocapa se exponen a diferentes tensiones

de oxigeno para imitar la zonacién hepatica, tomada de [27].
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1.2.2 Cultivos tridimensionales (3D)

El estandar de oro de modelos hepaticos in vitro para cultivos a largo plazo,
son los esferoides (cultivos 3D), en donde las células se agregan y forman
estructuras tridimensionales a través de adhesiones célula-célula [39]. La manera
de promover la formacion de esferoides hepaticos en cultivo celular es prevenir
la adhesion de las células a la superficie. Una opcién es manteniendo a las
células en suspension a través de agitacidn mecanica dentro de biorreactores
[40]. Sin embargo, los biorreactores necesitan de una gran cantidad de volumen,
hasta 300 mL, requiriendo asi una gran cantidad de reactivos y muestras [40].
Otra opciodn para inhibir la adhesion de los hepatocitos al sustrato es a través de
la modificacion de la superficie con algin compuesto que repela a las moléculas
de adhesion celular [41]. Ademas, los hepatocitos se pueden cultivar embebidos
en medios con componentes de la matriz extracelular promoviendo la formacién
de esferoides [42]. Una de las ventajas de la formacion de esferoides es que
conlleva a la polarizacion de los hepatocitos, o que puede inducir la formacién
de canaliculos biliares en los esferoides [40]. Por otra parte, la estructura esférica
brinda proteccion a los hepatocitos contra apoptosis y ayuda a que conserven su
fenotipo por periodos prolongados [41]. Se ha demostrado la ventaja de cultivos
de hepatocitos en 3D en comparacion con cultivos 2D, ya que las células se
mantienen mas funcionales, secretando mayor cantidad de albimina y son mas

viables a lo largo del tiempo [43,44].

A pesar de las ventajas que tienen los esferoides sobre cultivos 2D, una
desventaja de las técnicas para generarlos es que no permiten una regulacion
fina en su tamafio, ya que pueden variar desde ~30 hasta ~240 células por
esferoide [40]. La variabilidad en el tamafio del esferoide puede llevar a un
decremento en la reproducibilidad de los datos obtenidos [45]. Una manera
sencilla para formar esferoides hepaticos con tamafios uniformes consiste en la
fabricacion de micropozos en el fondo de una caja de cultivo. Por ejemplo,
arreglos con 400 micropozos de 500 um de altura y diametro, fabricados en el

fondo de una caja con ultra baja adhesion, permitié la generacion de esferoides
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homogéneos (Figura 1.8) [45]. A pesar de que se pueden generar esferoides con
alta reproducibilidad en cajas de cultivo con micropozos definidos, la desventaja
de las cajas de cultivo es que no permiten una adecuada oxigenacion a los
hepatocitos, debido a la altura de la columna de medio de cultivo y ademas el
gran volumen diluye factores enddgenos secretados por los mismos hepatocitos,

lo que puede contribuir en la perdida de sus funciones especificas [46].
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Figura 1.8 (a) Micropozos insertados en placas de cultivo para formar y cultivar
esferoides de hepatocitos uniformes, (b) Esquemaético de la metodologia para
formar esferoides, donde se agrega la suspension celular y se dejan sedimentar

en los micropozos para que formen esferoides, tomada de [45].

1.2.3 Higado-en-chip

El confinamiento espacial de hepatocitos cultivados en dispositivos
microfluidicos de PDMS ha permitido que mantengan su funcién por periodos
prolongados (21 dias), comparado con cultivos en cajas (7 dias) [46]. La mejora
en la funcion se atribuyd probablemente a: i) la alta porosidad del PDMS
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combinada con la reducida altura de la columna de medio (~75 um), lo que
permite la difusion libre de oxigeno hacia los hepatocitos, y ii) el volumen reducido
de la cAmara de cultivo permite que los factores endégenos secretados por los
hepatocitos (HGF y TGF-$1) sean concentrados, contribuyendo a la manutencion
del fenotipo (Figura 1.9) [46]. Otra de las ventajas del uso de dispositivos
microfluidicos para el cultivo de hepatocitos es que es posible disefiarlos para
generar un gradiente de oxigeno estable [47]. Afiadiendo a dispositivos de PDMS
canales para inyectar oxigeno, se logré inducir zonacion durante la diferenciacion
de células madre embrionarias humanas (hESCs) a hepatocitos, mimetizando la

heterogeneidad que existe en modelo in vivo [47].
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Figura 1.9 Diferentes métodos para cultivar hepatocitos de rata primario, ya sea
en un dispositivo completamente de PDMS o un dispositivo con el fondo de
vidrio, ademéas ambos con volumen alto o bajo. Los hepatocitos cultivados en
un dispositivo completamente de PDMS con volumen bajo secretaron mayor

cantidad de albumina, tomado de [46].

El cultivo en monocapa de hepatocitos en dispositivos microfluidicos de
PDMS ha demostrado mejorar la funcionalidad en la secrecion de biomarcadores,

por lo que una combinaciéon de cultivo 3D en cadmaras confinadas de PDMS
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sugiere mejorar los modelos in vitro. Actualmente, se han desarrollarlo multiples
sistemas microfluidicos para la formacion y cultivo de esferoides [48,49]. Por
ejemplo, para la formacion de esferoides uniformes se han usado gotas colgantes
0 encapsulamiento de células en gotas, estos sistemas permiten la generacién
de esferoides uniformes [48,49], pero no su analisis in situ, ya que se tienen que
transferir a otro sistema de cultivo. La integracion de micropozos en forma
piramidal a microcamaras de cultivo ha permitido formar y cultivar esferoides de
hepatocitos [50]. Recientemente, se ha estudiado el efecto de cultivar esferoides
de hepatocitos en microcamaras confinadas con diferente volumen y, ademas, lo
compararon con cultivos 2D en camaras confinadas (Figura 1.10) [50]. Para este
estudio, desarrollaron un dispositivo microfluidico de PDMS para la formacion y
cultivo de hepatocitos integrando micropozos en forma piramidal a las caAmaras
para una formacion uniforme de esferoides [50]. Se comprobé que el
confinamiento espacial de esferoides de hepatocitos promueve una mejor funcién
en la secrecion de albumina y urea por periodos prolongados, de hasta 21 dias,
en comparacion con cultivos 2D confinados y cultivos 3D con mayor volumen
[50]. Los sistemas microfluidicos han demostrado favorecer la funcionalidad y
mantener el fenotipo de los esferoides de hepatocitos primarios cultivados en
chip. Por lo que, estos sistemas son prometedores para modelar procesos
fisiologicos, enfermedades hepaticas o en investigaciones de los efectos en el

higado por farmacos nuevos.
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Figura 1.10. Comparacion de cultivo de hepatocitos en 3D o 2D, asi como
comparacion de cultivarlos con diferente volumen. Los hepatocitos cultivados en
esferoides (3D) con bajo volumen en la camara secretaron mayor concentracion

de albumina durante 21 dias, tomada de [50].

1.3 Sistemas  microfluidicos para analisis de

biomarcadores

La microfluidica es una herramienta adecuada para el desarrollo de
modelos hepaticos in vitro por su capacidad de mimetizar la microestructura 3D
del 6érgano en espacios confinados con volimenes reducidos [51]. Sin embargo,
el analisis de multiples metabolitos secretados por esferoides cultivados en estos
sistemas microfluidicos representa un desafio debido a la poca cantidad de
volumen de muestra disponible. Cada vez es mayor el interés por desarrollar
sistemas microfluidicos para cultivo 3D combinados con capacidades de
deteccion para monitorear los biomarcadores secretados por las células [52].
Aungue ya se han desarrollado sistemas microfluidicos que permiten analizar

analitos secretados por poblaciones células en cultivos microfluidicos, estos
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sistemas no recapitulan las estructuras tridimensionales del microambiente
hepatico [46,47].

Por otra parte, los analisis de heterogeneidad secretora son relevantes, ya
gue en un modelo in vivo, cada hepatocito presenta diferentes funciones
dependiendo de su ubicacion (zonacidn hepatica). Como se menciond
anteriormente, ésta heterogeneidad en el higado se debe a que en los acinos
hepaticos existen gradientes de oxigeno [8,27]. En cultivos in vitro
tridimensionales también se generan gradientes de oxigeno y de nutrientes,
mimetizando el microambiente fisioldgico (Figura 1.11) [53,54]. Sin embargo,
para determinar si, efectivamente, existe zonacion en los esferoides de
hepatocitos cultivados en dispositivos microfluidicos, es necesario analizar las
células de forma individual. Aunque existen diversos metodos para analizar
células individuales, las técnicas que permitan analizar la heterogeneidad
secretora pueden proveen informacion relevante acerca de la zonacion hepéatica.
Por ejemplo, identificar hepatocitos que secretan mayor cantidad de acidos
biliares (zona 3) de los que producen mas albumina (zona 1). Se han desarrollado
dispositivos microfluidicos para medir la secrecidbn de analitos en células
individuales, los cuales proveen ventajas sobre las técnicas convencionales. Por
ejemplo, una de las principales ventajas es que durante los ensayos las células
se mantienen vivas y no se emplean inhibidores de secrecion como en citometria
de flujo. Ademas, a diferencia de ELISpot, con estos dispositivos es posible la
cuantificacion de proteinas, se aislan por completo a las células y se usa poco
volumen de medio. A continuacién, se mencionan algunos de los sistemas
microfluidicos que existen en la actualidad para analizar biomarcadores

secretados por cultivos 3D y por células individuales.
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Figura 1.11. Esquema de un esferoide donde se esquematiza que existe in

gradiente de oxigeno y nutrientes, tomada de [53].

1.3.1 Analisis de cultivos microfluidicos 3D.

Pocos dispositivos han sido desarrollados para analizar cultivos
microfluidicos 3D, siendo la mayoria empleados para analizar islotes de
Langerhans del pancreas. Por ejemplo, se reporté un dispositivo con la capacidad
de medir la insulina secretada por un islote, el dispositivo cuenta con 16 canales,
donde en cada canal se siembran un islote depositdndolo por pipeteo (Figura
1.12a) [55]. La deteccion de insulina secretada se realizé tomando micrografias
en el centro del dispositivo, a donde llega una mezcla con el sobrenadante y los
reactivos para un inmunoensayo. También se ha reportado un dispositivo
automatizado para realizar mediciones con una alta resolucién temporal de
insulina secretada por islotes del pancreas (Figura 1.12b) [56]. En este sistema,
se transportan los reactivos para medir insulina y el medio condicionado usando
bombas peristélticas para enviarlas a una region donde se forman microgotas
para mezclar las soluciones. En ambos dispositivos, los islotes se depositan en
un reservorio abierto siendo adecuados para analizar células previamente

organizadas en 3D. Sin embargo, este formato no permite formar esferoides de
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hepatocitos uniformes a partir de células disgregadas. Ademas, con estos
sistemas no se puede controlar el nUmero de esferoides, ni analizar multiples

analitos.
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Figura 1.12 Dispositivo para analizar secrecion celular de microestructuras

tridimensionales. (a) Un dispositivo para analizar secrecion de insulina de hasta
16 islotes del pancreas, tomado de [55]. (b) Dispositivo para el analisis temporal

de secrecién de insulina usando gotas, tomado de [56].

Otro sistema microfluidico reportado para analizar esferoides de
hepatocitos primarios, consta de un dispositivo para cultivar los esferoides de
hepatocitos y una bomba peristaltica externa para transferir el medio a un
dispositivo de deteccion (Figura 1.13) [52]. El sistema reportado permite
monitorear por cinco dias la secrecion de albumina y transferrina
simultdneamente de la misma muestra de medio condicionado por los esferoides
de hepatocitos. Su médulo de andlisis emplea un inmunosensor electroquimico
basado en microesferas, ademas cuanta con microvalvulas para automatizar la

deteccion [52]. Sin embargo, la desventaja de este sistema es que no permite
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formar los esferoides de hepatocitos, los cuales se tienen que generar de forma
externa y depositarlos a las camaras de cultivo, lo que impide controlar la

cantidad y el tamafio de los esferoides en la camara.

Figura 1.13. Modulo para cultivar esferoides y después conectarlo a un

sistema de analisis, se muestran las camaras donde se colocan los esferoides

previamente formados, tomada de [52].

1.3.2 Analisis de células individuales

Actualmente se han desarrollado sistemas microfluidicos para el andlisis
de la heterogeneidad secretora en células individuales [57]. Estos dispositivos
microfluidicos emplean diferentes estrategias para capturar y aislar a las células
individuales, ya sea empleado microcamaras, micropozos o gotas [58-62]. Para
medir los analitos secretados por las células, se usan diferentes técnicas como
microperlas o nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos, o bien se pueden
usar microarreglos de anticuerpos [58-63]. Por ejemplo, se ha reportado un
dispositivo que permite aislar células en microcamaras mediante el uso de
microvalvulas (Figura 1.14a) [62]. En ese sistema, la superficie del dispositivo
estaba funcionalizada con arreglos de anticuerpos de captura para medir
multiples proteinas [62]. Por otra parte, se han reportado dispositivos
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microfluidicos basados en gotas que permiten encapsular células y perlas (Figura
1.14b) [63]. El dispositivo tiene una entrada para inyectar células y otra para
inyectar microperlas junto con los anticuerpos de deteccion que se envian a la
zona donde se forman las gotas [63]. También, se ha reportado un dispositivo, el
cual tiene la superficie modificada con anticuerpos para inmovilizar células
(Figura 1.14c) [64]. Después, al dispositivo se le inyectan microperlas
funcionalizadas y se aislan junto con las células empleando compartimentos [64].
Estos sistemas microfluidicos mencionados, no permiten controlar el nimero de
células por camara/gota/compartimento, ya que la captura es aleatoria. En
general, los sistemas microfluidicos para analisis de la secrecion en células
individuales actuales, no permiten cultivar las células por mas de unas cuantas

horas, debido a que no es posible reemplazar el medio de cultivo.
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Figura 1.14. Dispositivos microfluidicos para en analisis de secrecion en células

individuales. (a) Encapsulamiento de células y perlas en gotas, tomada de [63].
(b) Aislamiento aleatorio de células individuales en microcamaras con
microarreglos de anticuerpos, tomada de [62]. (c) Captura de células y perlas en

compartimentos cerrados, tomada de [64].
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1.4 Justificacion

El higado es un érgano vital que realiza multiples funciones para mantener
la estabilidad interna en el cuerpo humano. Estas funciones se pueden afectar
cuando existe un dafio hepatico causado por alguna enfermedad, sustancias
nocivas o farmacos. Para estudiar los efectos adversos que producen algunos
farmacos o realizar modelos de alguna enfermedad hepética, se pueden emplear
modelos in vitro del higado. Estos modelos pueden ser cultivos de hepatocitos
en monocapa (2D) o en esferoides (3D) y estos Ultimos recapitulan la
microestructura tridimensional del higado. Por otra parte, se ha demostrado las
ventajas que tiene el cultivo in vitro de hepatocitos en sistemas microfluidicos
sobre métodos convencionales. Actualmente se han desarrollado dispositivos
microfluidicos para el cultivo 3D de hepatocitos primarios. Sin embargo, estos
sistemas no permiten el monitoreo de multiples biomarcadores secretados o no
estan integrados con métodos para formar esferoides de hepatocitos uniformes.
Por otra parte, no se ha evaluado si al formar esferoides de hepatocitos en
dispositivos microfluidicos se produce la heterogeneidad dada por los gradientes
de oxigeno y que efectien funciones diferenciales como secrecion de acidos
biliares o0 albumina. Aunque ya se han desarrollado dispositivos microfluidicos
para estudiar la heterogeneidad secretora, tienen la desventaja de que la captura
de células individuales es aleatoria 0 no permiten analizar multiples condiciones
simultaneamente. Ademas, estos dispositivos estan disefiados para ensayos de
corta duracién porque después del aislamiento celular, se imposibilita adicionar
medio fresco con nutrientes para mantener a las células en cultivo. Por estas
razones, en este trabajo se desarrollaron sistemas microfluidicos que permitan
formar y cultivar esferoides de hepatocitos acoplados a mdédulos de andlisis de
biomarcadores secretados. Ademas, se desarroll6 y caracterizé un sistema
microfluidico para el analisis de células individuales que permite capturar células
individuales de forma controlada, agregar medio fresco a las células después de

aislarlas, y realizar hasta seis ensayos diferentes en paralelo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Desarrollar plataformas microfluidicas para la deteccion de biomarcadores

en cultivos esferoides de hepatocitos y de células individuales.

2.2 Objetivos especificos

1. Disefar y fabricar el sistema microfluidico para el cultivo y andlisis de

esferoides de hepatocitos primarios.

2. Caracterizar el médulo de deteccion de metabolitos.
3. Lograr un cultivo a largo plazo de hepatocitos primarios en el dispositivo.
4. Analizar los cambios en los metabolitos de esferoides de hepatocitos

primarios en un modelo de dafio hepético utilizando el dispositivo

microfluidico.

5. Disefar y fabricar un sistema microfluidico con trampas hidrodinamicas

para la capturar y el analisis de células individuales.
6. Caracterizar el funcionamiento del dispositivo de trampas.

7. Realizar estudios de secrecidn de proteinas en células individuales como

prueba de concepto.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sistema microfluidico para el cultivo y andlisis de

esferoides

3.1.2 Fabricacion

Para la fabricacibn de los dispositivos se emplearon técnicas de
fotolitografia y de litografia suave multicapa. La primera técnica se usé para
elaborar el molde maestro y la segunda técnica para los dispositivos de PDMS.

Todo el proceso de fabricacion se realizé en un cuarto limpio.

3.1.2.1 Fabricacién de moldes

Para la fabricacién de los moldes maestros de todos los dispositivos se
usaron obleas de silicio de 10 cm de didmetro (Desert Silicon Inc. Tempe, EE.
UU.). Primero, todas las obleas se secan colocandolas en planchas de
calentamiento (Cimarec, thermo scientific, EE. UU.) durante 20 minutos a 150°
C. Al terminar el desecado, las obleas se colocan inmediatamente sobre un spin
coater (Laurell WS 650 Spin coater, EE. UU.). Al equipo se le programa un
protocolo que consiste en diferentes pasos, los cuales dependen del tipo de

fotorresinafotorresina y de la altura de las estructuras deseadas.

Para la fabricacion de los moldes de todas las capas de control de los
dispositivos (modulo de cultivo de esferoides, el modulo de deteccion y el
dispositivo integrado) se empled la misma fotorresina negativa SU-8 2010

(SUB2010, MicroChem, EE. UU.) y el mismo protocolo para obtener alturas de 20
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pum. Para recubrir las obleas con la fotorresina se le programan los siguientes

parametros al spin coater:

Paso 1.

Aceleracion: 100 rpm/s
Tiempo: 10 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s
Velocidad: 1000 rpm
Paso 3.
Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Después se evaporan los solventes de la fotorresinafotorresina mediante
un proceso llamado pre-cocido, el cual consiste en colocar las obleas sobre la
plancha de calentamiento a 95° C por 5 minutos. Enseguida, se exponen las
obleas usando una alineadora de mascaras con un LED UV de 365 nm (UV-KUB
3, Kloé, Francia). Para la exposicion, se coloca la fotomascara con la cara
impresa en contacto con la fotorresina. A continuacién, se colocan ambas en el
equipo y se programan los parametros de una exposicion por 3 s. Debido a que
la polaridad de las fotoméascaras es estructuras/canales transparentes y fondo
oscuro, la luz UV solo incide en la fotorresina donde estan los canales por lo que
solo empieza la polimerizacion de la resina en esas secciones. Después de la
exposicion, el siguiente paso es calentar las obleas en una plancha a 95° C por
5 minutos. A este paso se le llama post-cocido, el cual aumenta la adhesion de
la resina a la oblea, permite una rapida polimerizacién e incrementa la resistencia
de la resina a los solventes. En seguida, se revelan las estructuras de los moldes
usando un revelador para resina negativa SU8 (SU-8 developer, MicroChem, EE.

UU.). Para este proceso, las obleas se sumergen en el revelador hasta que la
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fotorresina no expuesta a luz UV se disuelve y se observen las estructuras
(aproximadamente de 2 a 3 minutos). Luego, se limpian las obleas con alcohol
isopropilico (Isopropyl alcohol, SigmaAldrich, EE. UU.) y se revisa bajo un
estereomicroscopio para corroborar que no queden restos de resina. Si los
moldes aun tienen restos de resina, se repite el proceso de revelado y limpieza.
El dltimo paso se llama hard-bake, el cual consiste en aumentar la resistencia
mecanica y quimica de las estructuras al calentar el molde a 150° C por 15

minutos.

Para la fabricacion de los moldes de la capa de micropozos se prepararon
tres obleas para obtener pozos con diferentes alturas, 500, 225y 150 pm. Se uso6
la misma fotorresinafotorresina SU-8 2100 (SU82100, MicroChem, EE. UU.) para
los tres moldes, pero cambiando los parametros de recubrimiento. Se

programaron los siguientes pasos al spin coater:

Para alturas de 500 pm.

Paso 1

Aceleracién: 100 rpm/s
Tiempo: 10 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.

Aceleracién: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 3.
Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s
Velocidad: 1 rpm

Para alturas de 225 um.

Paso 1
Aceleracion: 100 rpm/s
Tiempo: 10 s
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Velocidad: 500 rpm

Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s

Velocidad: 800 rpm

Paso 3.

Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Para alturas de 150 pm.

Paso 1

Aceleracion: 100 rpm/s
Tiempo: 10 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s
Velocidad: 2000 rpm
Paso 3.
Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Después de los recubrimientos se realizaron los pre-cocidos, los cuales
dependen de la altura de la fotorresina. A continuaciéon, se mencionan los

parametros usados:

1) Para alturas 500 um, se calent6é el molde a 65° C por 10 minutos y

después a 95° C por 90 minutos

2) Para alturas de 225 um, se calent6 a 65° C por 7 minutos y a 95° C por

45 minutos
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3) Para alturas de 150 um, se calent6 a 65° C por 5 minutos y a 95° C por

30 minutos.

A continuacion, se realizé la exposicién a la luz UV usando la misma
mascara de micropozos para todos los moldes. Se realizé una sola exposicién

por oblea usando diferentes tiempos dependiendo de la altura de la fotorresina:

1) Para 500 pm se expuso por 14 s.
2) Para 225 pm se expuso por 10 s.
3) Para 150 pm se expuso por 8 s.

En seguida, se realizé el post-cocido a los moldes usando los siguientes

parametros:

1) Para alturas 500 um, se calentdé el molde a 65° C por 5 minutos y
después a 95° C por 30 minutos

2) Para alturas de 225 um, se calent6 a 65° C por 5 minutos y a 95° C por
15 minutos

3) Para alturas de 150 um, se calent6 a 65° C por 5 minutos y a 95° C por

12 minutos.

Después, se revelaron los moldes, se limpiaron con isopropanol y se
verificO que no tuvieran restos de resina. Los tiempos de revelado también
dependen de la altura de la resina, para 500 um se revel6 por 30 minutos, para
225 um por 20 minutos y para 150 um por 15 minutos. Finalmente, se realiz6 el
hard-bake colocando los moldes sobre una plancha de calentamiento a 150 ° C

por 30 minutos.

La fabricacion de los moldes de las capas de flujo se realiza con dos
fotorresinas para obtener diferentes alturas y perfiles de los canales. Para fabricar
estos moldes, se usa una resina negativa SU8 para canales con perfil cuadrado
y una resina positiva AZ para canales con perfil redondeado. También se usan
dos fotomascaras con diferente polaridad, estructuras transparentes para resina

negativa y estructuras oscuras para resina positiva. En los moldes, primero se
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fabrican las estructuras con perfil redondeado usando la resina AZ 9260 (AZ9260,

Microchemicals GmbH, Alemania) para alturas de 18 um en el dispositivo de

deteccion basado en gotas. Para el modulo de cultivo de esferoides y el

dispositivo integrado se usa la resina positiva AZ 50XT (AZ50XT, Microchemicals

GmbH, Alemania) para alturas de 50 pm.

El primer paso para la fabricacion de las estructuras con resina positiva es

realizar un tratamiento a la superficie de la oblea con plasma de oxigeno por 90

s usando un plasma cleaner (PDC-001/002, Harrick plasma, EE. UU.). Después,

las obleas se recubren con un promotor de adhesion (MCC Primer 80/20,

MicroChem, EE. UU.) usando el spin coater con los siguientes parametros:

Paso 1

Aceleracion: 100 rpm/s
Tiempo: 30 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s
Velocidad: 3000 rpm
Paso 3.
Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s
Velocidad: 1 rpm

Después se evapora el exceso de promotor de adhesiéon calentando la

oblea en una plancha a 110°C por 3 minutos. Se dejan enfriar las obleas por 2

minutos y después se recubren con las fotorresinas usando los siguientes

parametros:

Para alturas de 50 um con resina AZ 50XT.

Paso 1
Aceleracion: 133 rpm/s
Tiempo: 10 s
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Velocidad: 200 rpm

Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 30 s

Velocidad: 1375 rpm

Paso 3.

Desaceleracion: 3400 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Para alturas de 18 um con resina AZ 9260.

Paso 1.

Aceleracion: 100 rpm/s
Tiempo: 10 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 40 s
Velocidad: 800 rpm
Paso 3.
Desaceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

El siguiente paso es el precocido, el cual varia dependiendo de la
fotorresina y la altura:

1) Para alturas de 50 um con resina AZ 50XT se calenté de 65° C a 112°
C por 22 minutos con una rampa de 450 °C/h.

2) Para alturas de 18 um con resina AZ 9260 se calentdé a 90° C por 3
minutos y después a 115° C por 5 minutos.

Después, se dejan los moldes en una etapa de rehidratacién que consiste

en mantener las obleas en cajas Petri cubiertas por 15 horas para la resina AZ
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50XT y una hora para la resina AZ 9260. El siguiente paso es exponer las obleas
a la luz UV usando las fotoméascaras correspondientes. Los parametros de

exposicion en la alineadora para cada oblea se mencionan a continuacion:

1) Para alturas 50 pm con resina AZ 50TX se expone con el 30% de
potencia por 6 ciclos de 25 s incidiendo y 30 s de espera entre cada

exposicion.

2) Para alturas de 18 pum con resina AZ 9260 se expone con 100% de

potencia por 5 ciclos de 4 s de exposicion y 4 s de espera.

A continuacion, se elimina la resina expuesta usando el revelador AZ
400K. Para la resina AZ 50XT, la oblea se sumerge en el revelador con una
proporcién de 5:2 (agua destilada/revelador) y después de 3 minutos de revelado,
se lava con agua destilada. En seguida, se cambia la proporcién de revelador a
2:1(v/v) y se mantiene en constante agitacion hasta eliminar la resina restante
para finalmente lavar con agua destilada. Para la resina AZ 9260, se sumerge la
oblea en revelador con una proporcién 3:1(v/v) de agua destilada/AZ 400K hasta
gue se elimine por completo la resina no expuesta y finalmente se lava con agua
destilada. El ultimo paso es realizar el reflujo/hard-bake, el cual es necesario para
lograr un perfil redondeado en los canales. También este paso sirve para
aumentar la resistencia mecanica y quimica a las estructuras. El hard-bake es
importante para estos moldes debido a que en la siguiente etapa se fabrican las
estructuras con la resina SU8 sobre la misma oblea. Para la resina AZ 50XT se
calienta el molde de 65°C a 190°C por 15 horas con una rampa de 10°C/h y para
la resina AZ 9260 se calienta la oblea de 90 a 190°C por 60 minutos con una
rampa de 2 °C/min. Al terminar la fabricaciébn de los canales con perfil
redondeado, se continua inmediatamente con las estructuras de resina negativa.
Para la fabricaciébn de las cadmaras de cultivo y la serpentina de dispositivo
integrado, se recubre la oblea con fotorresina SU8 2050 para obtener alturas de
100 pm. Para el molde del modulo de deteccion basado en gotas se fabrican los

canales con altura de 60 pm usando la resina SU8 2025. Todo el proceso es igual

39



al protocolo de fabricacion de los moldes de las capas de control con resina
negativa, solo varian los parametros de cada paso dependiendo de la altura de
la fotorresina. En la tabla 3.1 se mencionan los pardmetros para la fabricacion de
las estructuras, incluyendo los tiempos de aceleracion (A), las velocidades (V) y

los tiempos de recubrimiento (T).

Tabla 3.1
Fotorresina | Recubrimiento | Precocido | Exposicion Postcocido
Paso 1.
SU8 2050 | A=100 rpm/s 65°C por 6.5s 65°C por 5 min
T=5s 5 min
100 um V=500 rpm 95°C por 10 min
Paso 2. .
A= 300 rpm/s | 95°C por
T=30s 20 min
V=1750 rpm
Paso 1.
SU8 2025 | A=100 rpm/s 65°C por 5s 65°C por 2 min
T=5s 3 min
60 um V=500 rpm 95°C por 7 min
Paso 2. .
A= 300 rpm/s | 95°C por
V= 1000 rpm

Después del precocido, se exponen a luz UV con las estructuras alineadas
usando las marcas en las obleas y en las fotomascaras. Los tiempos de revelado
y el hard-bake para las dos fotorresinas son similares, aproximadamente 5 a 10
minutos y 150°C por 30 min, respectivamente. El proceso de fabricacién con las
dos capas de resina para los moldes de flujo se esquematiza en la Figura 3.1. Al
terminar la fabricacion de todos los moldes, se les aplica un tratamiento con
clorotrimetilsilano (Chlorotrimethylsilane, Sigma-Aldrich Co.) por 30 minutos para
evitar que se les adhiera el PDMS. Finalmente, todos los moldes se almacenan

en cajas Petri hasta la fabricacion de las réplicas.
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1. Se recubre la oblea con 2. Se expone a luz UV 3. Se revelan las estructuras
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4, Se realiza el reflujo/hard-bake 5. Se recubre con fotoresina 6. Se alinea y se expone a luz UV
negativa

7. Se revela la resina

Figura 3.1. Proceso de fabricacion del molde de la capa de flujo del
mddulo para la deteccidn, se esquematiza la metodologia para usar dos resinas

y alturas diferentes.

3.1.2.2 Fabricacion de dispositivos de PDMS

Una vez obtenidos los moldes, el siguiente paso es la fabricacion de las
réplicas de polidimetilsiloxano (PDMS) usando la técnica de curado parcial. A
continuacion, se describira primero el protocolo de fabricacion del médulo para la
deteccion de analitos basado en gotas y después el médulo para cultivo de
esferoides, cabe mencionar que el protocolo para el dispositivo integrado es el

mismo al del médulo de cultivo.

Para fabricar las réplicas del médulo para cultivo de esferoides, primero
se prepara una mezcla de PDMS/agente curador (Sylgard 184 silicone elastomer
kit, Dow Corning Corporation, Midland, MI, EE. UU.) a una proporcion 5:1(w/w),
se vierte sobre el molde de la capa de control y se coloca en una camara de vacio
para desgasificar por 15 minutos. El molde de la capa de flujo se recubre con una
delgada capa de PDMS/agente curador a una proporcion de 20:1 (w/w) usando

el spin coater, al cual se le programan los siguientes parametros:

Paso 1.



Aceleracion: 1000 rpm/s
Tiempo: 30 s

Velocidad: 600 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Después, ambos moldes se colocan en un horno de conveccion
precalentado a 80 °C (UF55, Memmert, Alemania) y se mantienen por 25 minutos
para un curado parcial del PDMS. Al terminar, se desprenden las réplicas de
PDMS del molde de la capa de control, se recortan y se realizan las perforaciones
de las entradas y salidas usando una prensa (MP10-UNV, SCHMIDT Technology
Corporation). Inmediatamente, se alinean las réplicas de la capa de control sobre
la membrana de PDMS en el molde de la capa de flujo usando un estéreo
microscopio. Se dejan polimerizar ambas capas por 45 minutos en el horno de
convecciéon a 80 °C. Durante el tiempo se polimerizacion de la capa de flujo y
control, se realizan las réplicas de la capa de micropozos. Primero, se mezcla
PDMS/agente curador a una proporcion 10:1(w/w), se vierte sobre el molde de la
capa de control, se desgasifica por 15 minutos y se coloca en el horno a 80 °C
por 25 minutos. Al terminar, se cortan las réplicas de los micropozos, asi como
los dispositivos de la capa de control y flujo ya unidas y se realizan las
perforaciones correspondientes. Enseguida se les da un tratamiento con plasma
de oxigeno por 90 s a las superficies con las estructuras expuestas, se alinean
usando un estéreo microscopio y se mantienen en el horno de conveccién a 80
°C por 15 horas para permitir una union robusta. Finalmente, se colocan cilindros
de vidrio sobre las dos entradas para sembrar células. Los cilindros fungiran
como reservorios para medio, estos se adhieren a la superficie de los dispositivos
usando PDMS/agente curador con una proporcion 10:1(w/w) y polimerizandolo
por 60 minutos a 80°C. Los dispositivos fabricados se almacenan en cajas de

Petri de plastico modificadas con orificios.
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Para fabricar las réplicas del médulo de deteccidén basado en gotas se uso
un protocolo similar al descrito anteriormente. Primero se prepara una mezcla de
PDMS/agente curador (5:1), se vierte sobre el molde de control y se desgasifica.
Después, se recubre el molde de flujo con una mezcla 20:1 de PDMS/curador

usando el spin coater con los siguientes parametros:

Paso 1.

Aceleracion: 1000 rpm/s
Tiempo: 30 s

Velocidad: 1000 rpm
Paso 2.

Aceleracion: 300 rpm/s
Tiempo: 1s

Velocidad: 1 rpm

Después, los moldes se colocan en un horno a 80 °C por 25 minutos, se
recortan las réplicas de la capa de control, se perforan y se alinea sobre el molde
de flujo. Se mantiene en el horno a 80 °C por 90 minutos para que se unan las
capas, al finalizar se recortan y se realizan las perforaciones correspondientes.
Finalmente, el dispositivo ensamblado se pega a un portaobjetos dando un
tratamiento con plasma de oxigeno a ambas superficies y se colocan en una
plancha de calentamiento por 5 minutos a 80 °C. Los dispositivos terminados se

almacenan en cajas Petri hasta su uso.

3.1.3 Operacion de los sistemas microfluidicos

Para introducir soluciones a los dispositivos se emplean dos métodos (Figura
3.2). El primero es usando los cilindros de vidrio (reservorios) del modulo de
cultivo y del dispositivo integrado. En este método, se introducen las soluciones
por presion hidrostatica, al reservorio de la entrada se le pipetea un mayor

volumen de la solucion (250 uL) y al reservorio de la salida se le coloca menor
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volumen (50 pL) para obtener columnas de liquido de diferente altura. Esta forma
de introducir soluciones es usada para capturar a las células en los micropozos
de los dispositivos, ya que es simple y se puede trabajar en la campana de flujo
laminar para mantener esterilidad, ademas es poca la manipulacién de las
células. El s método para inyectar soluciones a los dispositivos es por medio de
tubos Tygon, los cuales son mangueras flexibles de plastico transparente
(Tygon® AAD04103 Microbore Tubing, Francia). A estos tubos se les coloca un
pin metalico (Mat-Cut-Hypo, MicroGroup, EE. UU.), el cual se conecta a las
entradas de los dispositivos. El otro extremo de los tubos esta conectado a un

sistema neumatico de presion positiva.

Método 1 Método 2

Figura 3.2. Métodos para introducir soluciones a los dispositivos. El primero se
usan los cilindros de vidrio con diferentes volimenes. En el s método se usan

mangueras con pines y presion positiva usando un compresor de aire.

El sistema neumatico este compuesto por un compresor de aire libre de aceite
(MedicAIR, Evans, EE. UU.) y un tablero, el cual tiene colectores de valvulas luer
manuales de tres vias, reguladores de presion (R230-02B, Parker, EE. UU.) y
mandmetros (0-100 psi, Metron, México). También tiene valvulas solenoides de
tres vias (MH1A24VDCNHCB8V, Festo, EE. UU.), las cuales sirven para controlar

las microvalvulas de los dispositivos. En la Figura 3.3 se muestra una fotografia
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de un tablero con sus componentes para controlar a los dispositivos. Por otra
parte, las valvulas solenoides estan conectadas a una tarjeta de potencia, estos
se conectan a un microcontrolador Arduino Mega 2560 y a su vez este se conecta
a una computadora. Este sistema es para poder controlar de forma automatica a
los dispositivos por lo que se requiere que la computadora cuente con LabVIEW
2019 instalado, asi como los drivers NI-VISA 18.0 y el software Arduino IDE
1.8.13. Se disefiaron dos interfaces graficas para controlar los sistemas

microfluidicos.

Figura 3.3. Tablero neumatico para el control de los dispositivos. A. Valvulas
solenoides. B. Regulador y manémetro para controlar la presiéon en las valvulas
solenoides. C. Vélvulas luer. D. Regulados de precision para controlar la

presion en las valvulas luer.

3.1.3.1 Médulos de cultivo de esferoides y de deteccion de analitos

El programa para controlar de forma automatica los modulos de deteccion y
cultivo se programaron en LabVIEW y se diseiid una interfaz grafica de usuario.

Esta interfaz tiene un esquematico del dispositivo basado en gotas, indicando
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qué entrada corresponde a cada valvula y boton. Como se menciono
anteriormente, el dispositivo basado en gotas cuenta con diez lineas de control y
cada una se conecta con un tubo Tygon a cada valvula solenoide. Cada valvula
solenoide es controlada por los botones que contiene la interfaz gréfica, por lo
tanto, cada boton controla una microvalvula del dispositivo microfluidico. Cuando
un botén en la interfaz esta desactivado (color verde oscuro), la microvalvula de
dispositivo esta abierta y permite el paso de las soluciones. Como se observa en
la Figura 3.4, la interfaz tiene unos recuadros blancos donde se escribe el numero
de gotas que se desean formar para cada mezcla. Cada recuadro tiene una
etiqueta que indica la mezcla que se realiza, por ejemplo: Glu/Ctl+ significa que
se formaran gotas con los reactivos para la deteccion de glucosa y el control
positivo, LDH/Ctl- indica gotas con reactivos para deteccion de lactato
deshidrogenasa mas control negativo, o Bile/Cells son gotas con los reactivos
para la deteccion de bilis mas las muestras de la camara de cultivo. También
tiene unas etiquetas (-Ctl, +Ctl y Cells) con recuadros blancos donde se escribe
el tiempo de apertura de la valvula V1, esto para controlar el tamafio/volumen de
las gotas por cada set de gotas. Por otra parte, también tiene un recuadro para
indicar el tiempo de lavado de los canales, enviando las soluciones a la salida de
desechos (abriendo V2 y cerrando V1). Una vez que se configuran todos los
parametros, se presiona el boton Sample para que comience el programa
automatico. Al finalizar el programa todas las valvulas se cierran para incubar las

gotas en la serpentina.
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Figura 3.4. Imagen de la interfaz gréfica para el control del médulo de deteccién

basado en gotas.

3.1.3.2 Dispositivo integrado para cultivo y analisis de esferoides

El programa y la interfaz gréfica para controlar el dispositivo integrado también
se realiz6 en LabVIEW. Al igual que la interfaz descrita anteriormente, contiene
botones, recuadros para configurar los parametros y el esquematico del
dispositivo. El programa tiene once botones para controlar las once microvalvulas
del dispositivo microfluidico. A continuacion, se describe qué controla cada
valvula y boton: V1 = medio con insulina, V2 = medio con glucagon, V3 = medio,
V4 = desechos, V5 = valvula para cerrar la camara de cultivo celular, V6 = valvula
para generar gotas, V7 = valvula para residuos de la muestra y los reactivos, V8
= valvula de reactivos para deteccion de glucosa, V9 = reactivos para deteccion,
V10 = reactivos para deteccion y V11 = Entrada/salida de aceite. A la interfaz
también se le configuran los tiempos de duracion de cada paso durante los

experimentos:
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1: Para remplazar los medios de la camara de cultivo celular, durante este tiempo,

sélo las valvulas 1 (0 2), 5y 7 estan abiertas.

2: Paramover la solucion de la camara de cultivo celular a los desechos e inyectar
medio fresco, durante este tiempo, solo las valvulas 1(o 2), 5y 7 estan abiertas.

3: Para abrir la valvula 6 y generar gotas, durante este tiempo, sélo las valvulas

1(o0 2), 5, 6 y 8 estan abiertas.

4: Tiempo de incubacion de los hepatocitos con medios (medios con insulina o
glucagdn), durante este tiempo todas las valvulas estan cerradas.

5: Para limpiar la red de canales por si hay solucion de reaccion después de
generar una gota, durante este tiempo solo las valvulas 1(o 2), 5y 7 estan

abiertas.

6: Después de generar una gota, esta se debe mover en la serpentina antes de
generar la siguiente gota, esto para evitar la fusion de las gotas, durante este

tiempo sélo la valvula 11 esta abierta.

7: Después del tiempo de incubacién de las hormonas en la cdmara de cultivo, la
presion en la camara debe ser liberada, durante este tiempo, se abren las

valvulas 5y 7.

8: Tiempo para estabilizar las soluciones que se van a mezclar cuando se forme

la gota, durante este tiempo soélo las valvulas 1(o 2), 5, 7 y 8 estan abiertas.

9: Para detener el movimiento de las gotas en la serpentina antes de formar la

siguiente, durante este tiempo todas las valvulas estan cerradas.

También con el programa se puede controlar el nimero de ciclos de inyeccion de
insulina y glucagon, configurar el numero de gotas después de lavar la camara
de cultivo y también permite determinar el niumero de gotas después de incubar

con insulina o glucagodn. Al configurar todos los parametros, se presiona el boton
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Sample para comenzar el programa, en la Figura 3.5 se muestra la interfaz
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Figura 3.5. Interfaz grafica para controlar el dispositivo integrado durante los

experimentos de estimulos con hormonas.

3.1.4 Preparacion de los dispositivos.

3.1.4.1 M6dulo para cultivo de esferoides.

Antes de usar el médulo para cultivo de esferoides, los dispositivos se
colocan en la campana de flujo laminar bajo luz UV por una hora y después se
almacenan en cajas Petri estériles. Luego se deben tratar las superficies del
dispositivo para evitar que las células se adhiera al PDMS. El tratamiento consiste
en llenar los reservorios con plurénico estéril F127 (20052, ATT Bioquest, EE.
UU.) al 2% (p/v), a uno de los cilindros de vidrio se le coloca 250 pL y al otro 50
uL, esto permite que la solucion entre a la cdmara de cultivo por diferencia de
presion. Para asegurar que todos los micropozos se hidraten con plurénico, se
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realiza un protocolo que consiste en desgasificar el dispositivo por 20 minutos,
después guardarlo por 20 minutos a 4°C y repetir el proceso tres veces. A
continuacion, se almacenan en el refrigerador a 4°C para mantenerlos durante
15 horas con el tratamiento. Justo antes de usar los dispositivos para formar
esferoides, se lavan tres veces con buffer de fosfato 1x (PBS, Sigma-Aldrich Co.)
usando los reservorios (en un cilindro 250 pL y al otro 50 pL) para remplazar el
plurénico. Antes de introducir las células a los dispositivos se remplaza el PBS

con medio de cultivo.

3.1.4.2 Médulo de deteccién de analitos basado en gotas

Antes de cada experimento, se llenan los tubos Tygon con PBS 1X y se
conectan a las entradas de las lineas de control del dispositivo y el otro extremo
al tablero. Usando la interfaz gréfica, los reguladores y mandémetros, se
presurizan las microvalvulas con 25 psi para llenar los canales de control y cerrar
las microvalvulas. Después de llenar las lineas de control, los canales donde se
inyecta el aceite se tratan con aquapel durante 5 minutos, enseguida se secan
los mismos canales con aire presurizado a 3 psi. A continuacion, se inyecta aceite
mineral con 1% de surfactante spam 80 a la serpentina, con la valvula V1 activada
para evitar que entre aceite a los demas canales. Enseguida se conectan los
tubos Tygon con los reactivos a las entradas correspondientes y se purga cada
solucion para eliminar cualquier burbuja de aire. Los pasos para la formacion de
gotas se esquematizan en la Figura 3.6. Primero, se inyecta aceite mineral en el
canal de la serpentina a 3 psi durante 15 minutos. A continuacion, se activan las
vélvulas para inyectar un pequefio volumen de muestra y reactivos del ensayo en
la union T donde se generaron las gotas de agua en aceite. Debido a las
dimensiones de los canales y la presion usada, se forma un co-flujo laminar de
dos corrientes antes de la formacion de las gotas. Una vez completada la
generacion de gotas para el primer ensayo, se abren otra valvula para mezclar la
muestra con los otros reactivos para el s ensayo. Entre cada formacion de gotas

para cada ensayo, se acciona la valvula de los desechos para limpiar los
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reactivos anteriores en los canales. Estos pasos se repiten para todos los
ensayos, las gotas se van moviendo por la serpentina hasta finalizar la formacion
de todas. Una vez generado el numero necesario de gotas, el flujo en el
dispositivo se detiene para permitir las reacciones enzimaticas en el interior de
las gotas y después de 15 min se toman las micrografias. El dispositivo puede
reutilizarse eliminando las gotas de la serpentina al abrir las valvulas de la entrada

y salida del aceite e inyectarlo hasta expulsar las gotas de la serpentina.

3. Formacién de nuevas
1. Formacion de gotas 2. Cambio de soluciones gotas

[

Soluciones Cambio de w
v2
— %t‘“

i Gotas E % Gotas
Salida de

aceite _Valvula cerrada [l:‘] Valvula abierta

Reactivos Muestras

g

Figura 3.6. Procedimiento para la formacion de gotas. Cuando las valvulas del
reactivo amarillo y de la muestra azul se abren, esas soluciones acuosas se
envian a los desechos (V1=cerrado y V2=abierto). Cuando V1 se abre y V2 se
cierra, las soluciones acuosas se cruzan con el aceite y se forma gotas (color
verde). Después de la generacion del primer set de gotas, se inyecta la solucién

roja para reemplazar la azul y se vuelven a formar gotas.

3.1.4.3 Dispositivo integrado para cultivo y andlisis de esferoides

Al igual que el modulo de cultivo, el dispositivo integrado se esteriliza
colocandolo bajo luz UV por una hora en la campana de flujo laminar. Después,
usando el protocolo descrito anteriormente, se trata la superficie de PDMS con
plurénico al 2% por 15 horas a 4° C. Al finalizar el tratamiento, se lava tres veces
el plurénico con PBS 1X. Enseguida, se colocan los dispositivos en cajas Petri
de plastico estériles modificadas con perforaciones a los lados. Después se

realizan las conexiones de las mangueras usando pinzas dentro de la campana



de flujo laminar. Para esto previamente se cortaron 11 mangueras Tygon de 15
cm, se les conecto pines metalicos y se colocaron en bolsas para esterilizar en
autoclave. Las mangueras se llenan con PBS estéril y se conectan a los
dispositivos, los extremos de estas mangueras se extraen de la caja Petri usando
las perforaciones y se cubre la caja Petri, todo este proceso se realiza dentro de
una campana de flujo laminar. Los extremos de las mangueras estériles se
conectan a otros tubos mas largos que van conectados al sistema neumético. Se
presurizan las lineas de control con 25 psi por 20 minutos, después se
desconectan los tubos largos de las mangueras conectadas al dispositivo y se
limpia la caja Petri con las mangueras rociandolos con etanol a 80%. Después se
transfiere la caja con el dispositivo a la campana y se remplaza el PBS de la

camara de cultivo y de los cilindros con medio de cultivo.

3.1.5 Cultivo y formacion de esferoides de hepatocitos

Para estos experimentos en los sistemas microfluidicos, los hepatocitos primarios
de rata fueron proporcionados por el Dr. Jonghoon Choi, los cuales fueron
aislados de hembras adultas de rata Lewis (Charles River Laboratories, Boston,
MA, EE. UU.) utilizando un procedimiento de perfusion de colagenasa. Los
hepatocitos se cultivaron en medio completo con hormonas (medio CH). Este
medio es DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium, Gibco, EE. UU.)
suplementado con 10% suero bovino fetal (Invitrogen, EE. UU.), con 1% (v/v) de
penicilina-estreptomicina (Invitrogen, EE. UU.), 7.5 g/mL de succinato sédico de
hidrocortisona (Sigma, EE. UU.), 20 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico
(Invitrogen, EE. UU.), 7 ng/mL de glucagén (Sigma, EE. UU.) y 0,5 U/mL de
insulina humana (Novolin N, EE. UU.). Después de cada aislamiento, se midio la
viabilidad de las células usando azul tripano, solo se realizaron experimentos
cuando la viabilidad era mayor al 90%. Para sembrar los hepatocitos en las
camaras de cultivo, se retira el medio de cultivo del reservorio de la entrada y se
dejaron 50 pL en el cilindro de la salida. Después, se pipete6 en el reservorio de

la entrada 250 L de la suspension celular a 3x10° células/mL y se esperé a que
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las células fluyan a la camara de cultivo. El flujo se detuvo a los 5 minutos cuando
el volumen de los cilindros se igualé. Debido a que la concentracion de células
es alta, la cAmara de cultivo se satura con hepatocitos, por lo que se debe lavar
todas las células que queden fuera de los micropozos. El lavado consiste en
retirar el medio con células de los cilindros y remplazarlo con medio CH fresco
(250 pL y 50 pL en cada reservorio), los lavados se repiten hasta solo haya
células en los micropozos (Figura 3.7). Los dispositivos se mantienen cajas Petri
en unaincubadora a 37°Cy 5% de CO2. A las 12 horas de cultivo, los hepatocitos
comenzaron a agregarse y a formar esferoides. Después de 24 horas, los
esferoides de hepatocitos se forman completamente y para mantenerlos en
cultivo, se recambia el medio de los cilindros por medio CH fresco cada 24 horas
durante tres semanas. El medio condicionado que se retira de los dispositivos se

almacena a -80°C para analisis posteriores de albumina por medio de ELISA.

DDl L PO e e

1. Tratamiento con Pluronico 2. Siembra de hepatocitos al
Q dispositivo

D MlaleMale

3. Lavado de células fuera de los 4. Agregacion células y formacion de
pozos esferoides

Figura 3.7. Esquema de la siembra de células y formacion de esferoides. 1) Se
trata la superficie con plurénico y se lava. 2) Se siembran las células y se dejan
sedimentar. 3) Se lavan las células fuera de los pozos. 4) Se forman los

esferoides.
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3.1.6 Preparacion de las soluciones para los ensayos

La solucidon para la deteccién colorimétrica de la glucosa se prepard
disolviendo en buffer de fosfatos 1X con pH 7.4 (DPBS, Gibco, EE. UU.) 70 U/mL
de glucosa oxidasa de Aspergillus niger (GOx, Sigma, EE. UU.), 117 U/mL de
peroxidasa de rdbano (HRP, MP Biomedical, EE. UU.), 3.6 mM de N-Ethyl-N-(2-
hydroxy-3- sulfopropil)-3-metoxianilina (ADOS, Dojindo Molecular Technology,
EE. UU.) y 3.1 mM de 4-Aminoantipirina (4-AAP, Sigma, EE. UU.). La solucion
para el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) fluorescente se preparé
disolviendo 142.8 mM de L-lactato (L-lactato, Sigma, EE. UU.), 7 mM de sal
sodica de B-nicotinamida adenina dinucleo6tido (NAD+, Sigma, EE. UU.), 8 U/mL
de diaforasa (DPR, MP Biomedical, EE. UU.) y 56.7 uM de sal sédica de
resazurina (Rezasurin, Sigma, EE. UU.) en DPBS 1X. Para preparar la solucién
del ensayo fluorescente para medir acidos biliares se disolvio 25 U/mL de 3a-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD, Sigma, EE. UU.), 11.7 mM de NAD+, 40
U/mL de DPR y 30 pM de resazurina en 1X DPBS.

3.1.7 Curvas de calibracion

Para realizar las curvas de calibracion en el médulo de deteccion basado
en gotas, se usaron ocho concentraciones diferentes de cada analito y se
generaron cinco gotas por cada concentracién en todos los experimentos. Para
la curva de calibracion de glucosa, primero se inyectaron cuatro concentraciones
altas de glucosa (3.1, 6.3, 12.5 y 25 mM) y después se inyectaron cuatro
concentraciones bajas (0, 0.4, 0.8 y 1.6 mM). Para la curva de calibracion de
LDH, primero se inyectaron concentraciones altas (10, 20, 40 y 80 U/ L) de la
enzima y después cuatro concentraciones bajas (0, 1.25, 2.5, 5 U/L). Igualmente,
para la deteccidén de acidos biliares se inyectaron cuatro concentraciones altas
de glicoquenodesoxicdélico (75, 150, 300 y 600 pM) y después cuatro
concentraciones bajas (0, 8.1, 16.3 y 32.5 uM). Después de formar las gotas con
las mezclas de una concentracion estandar de analito y la solucién de ensayo,

se detuvo el flujo durante 15 minutos para que se produjeran las reacciones
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enzimaticas. Para la curva de calibracion de glucosa en el dispositivo integrado,
se inyectaron primero tres concentraciones altas de glucosa (25, 12.5y 6.12 mM),
después tres medias (3.13, 1.56 y 0.78 mM) y al final tres concentraciones bajas
(0.39, 0.19 y 0 mM). Para los ensayos colorimétricos, las mediciones de
absorbancia se realizaron utilizando una camara CCD de color montada en el
microscopio (IX-83, Olympus, EE. UU.) y ajustada a 100 ps de tiempo de
exposicion. Para los ensayos fluorescentes, las imagenes de las gotas se
adquirieron utilizando un filtro rojo de excitacion/emision (530-550/575-625 nm)

con 250 ms de tiempo de exposicion.

3.1.8 Monitoreo del dafio hepatico en esferoides

A los esferoides de hepatocitos en el médulo de cultivo se expusieron a
400 uM de palmitato (Donado por la Dra. Harmeet Malhi) en medio CH durante
24 horas para inducir dafio lipotéxico. Como control, en otro médulo de cultivo de
esferoides se mantuvieron solo con medio de CH sin palmitato. Después de 24
horas, se conectd una salida el dispositivo de cultivo de esferoides a una entrada
del modulo de deteccion de analitos usando un tubo Tygon de 10 cm (Figura
3.8a). A la entrada del dispositivo de cultivo se le conectdé una manguera, la cual
contenia medio fresco (con o sin palmitato). Las conexiones de las mangueras
se realizaron en la campana de flujo laminar y los dispositivos se colocaron en
cajas Petri modificadas con perforaciones. A las entradas del médulo de
deteccidn se le cargaron las cinco soluciones, dos controles y tres soluciones
para los ensayos. El control positivo contenia una mezcla de LDH (75 U/L) y
glicoquenodesoxicdlico (150 pM) en medio CH con 24.6 mM de glucosa. Como
control negativo se usé PBS sin LDH, &cidos biliares ni glucosa. Después de las
conexiones, se colocaron los dos mdédulos en una camara de humedad y se
controlo la temperatura a 37 °C y el CO2 al 5%. Esta camara se monto en el

microscopio para obtener imagenes de los ensayos dentro de las gotas.
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La secuencia de formacion de gotas fue la siguiente: se formaron tres
gotas mezclando reactivos de ensayo de glucosa con la solucion de control
positivo, seguidas de tres gotas de reactivos de ensayo de glucosa mezcladas
con las soluciones de control negativo, y tres gotas formadas mezclando
reactivos de ensayo de glucosa con los medios del dispositivo de cultivo celular.
La misma secuencia se repitio para el ensayo de LDH y luego para el de acidos
biliares, para obtener un total de 27 gotas (Figura 3.8b). Después de formar las
gotas, estas se mantuvieron en la serpentina al cerrar todas las valvulas, y se
tomaron micrografias a los 15 minutos. Las imagenes se tomaron con un objetivo
5X formando un mosaico de nueve micrografias para obtener la imagen completa
de todas las gotas en la serpentina. Los esferoides de hepatocitos se analizaron
cada 24 h en el transcurso de 96 h, realizando cambio de medio (con y sin
palmitato) cada 24 horas después del analisis con el médulo de deteccidén. Se
prepararon soluciones nuevas de los controles y de las soluciones con los

reactivos para los ensayos antes de cada experimento.

b Muestra Ctl- Cti+A B ¢

Figura 3.8. (a) Esquema de la configuracién del dispositivo de cultivo con el
modulo de deteccidn de analitos basado en gotas. (b) Figura mostrando la

configuracion del médulo de deteccion.
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3.1.9 Experimento de estimulacion con insulina/glucagon.

Para estos experimentos los esferoides en el dispositivo microfluidico
integrado se cultivaron durante 1 hora con medio MEM con 5.5 mM de glucosa,
sin insulina, glucagon ni FBS. Después, se retirdé el medio de los reservorios y
estos se cerraron con tapones de acrilico. Enseguida, se conectaron las
mangueras estériles con los medios (con insulina o glucagén), los reactivos para
la deteccion de glucosa y el aceite, cada manguera estaba conectada a tubos de
1.5 mL, las cuales tenian las soluciones. Todas las conexiones se realizaron
dentro de una campana de flujo laminar y la tuberia se extrajo de las cajas Petri
modificadas, donde se almacenaron los dispositivos para mantener esterilidad.
Al terminar las conexiones en el dispositivo, las mangueras de las lineas de
control se conectaron a tubos Tygon largos conectados al sistema neumatico.
Después se presurizaron todas las valvulas para cerrarlas, las cuales ya estaban
llenas con PBS estéril antes de sembrar los hepatocitos. A continuacion, se
presurizaron los tubos de 1.5 mL al conectarles tubos Tygon largos acoplados al
sistema neumadtico, esto permitid inyectar las soluciones al dispositivo
microfluidico con presién positiva. Después de purgar todas las soluciones, se

comenzé el programa automatico que realiz6 los siguientes pasos (Figura 3.9):

Paso 1: Se perfundié el medio MEM (5.5 mM de glucosa e insulina 100

nM) durante 5 minutos para lavar la camara.

Paso 2: Se cerraron todas las valvulas para incubar el medio MEM (5.5
mM de glucosa y 100nM de insulina) durante 25 min.

Paso 3. Después de la incubacién, se generaron gotas mezclando el

medio con la solucién para le deteccion de glucosa.

Paso 4. Se cerraron la entrada y la salida del canal de serpentina para
incubar las gotas. Al mismo tiempo, se lavo la camara de cultivo celular
perfundiendo medio MEM (5.5 mM de glucosa y 80 pM de glucagon)

durante 5 minutos.
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Paso 5. Se cerraron todas las véalvulas para incubar el medio MEM (5.5

mM de glucosa y 80 pM de glucagon) durante 25 min.

Paso 6. Después del tiempo de incubacion, se generaron nuevas gotas

mezclando el medio con la solucion para medir glucosa.

Paso 7. La entrada y la salida del canal de serpentina se cerraron para
incubar las nuevas gotas. Al mismo tiempo, se lavo la camara de cultivo
celular perfundiendo medio MEM (5,5 mM de glucosa y 100 nM de
insulina) durante 5 minutos. Se repitieron cuatro ciclos de perfusion de
insulina/glucagon y formacién de gotas y se tomaron micrografias 15
minutos después de la formacién de las gotas en cada paso para

analizarlas posteriormente.
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Figura 3.9. Esquema de la secuencia de los experimentos de estimulacién con
hormonas. 1) Primero se perfunde medio con insulina a la camara. 2) Se cierran
todas las véalvulas para incubar la insulina. 3) Después de la incubacion se
generan las gotas mezclando el medio de la camara con los reactivos para
detectar glucosa. 4) Se perfunde medio con glucagon a la camara y se repiten

los pasos.

3.1.9 Andlisis de imagenes

Las micrografias obtenidas se analizaron con un script en MATLAB
personalizado (Figura 3.10). Para el analisis, los mosaicos compuestos por nueve
micrografias se guardaron en campo claro y en el canal de fluorescencia en una
carpeta junto con el programa. Al empezar el programa, el mosaico completo se
despliega en la pantalla las veces deseadas, por ejemplo, si se desean analizar
las 27 gotas en una serpentina, se despliega las 27 veces la misma imagen. Cada
vez que se despliega la imagen, manualmente se selecciona una sola gota que

se quiera analizar dando click sobre ella. Después, aparece una ventana con un
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zoom de la gota seleccionada y se da click en el centro de la gota para obtener
una imagen de la region de interés. Para el canal de fluorescencia, la region se
transforma a escala de grises y se obtiene el valor promedio del area
seleccionada y al terminar el analisis de todas las gotas, se despliega una lista
con los valores promedios de grises. Para el ensayo colorimétrico (imagen en
campo claro) se obtienen los valores de CMYK vy al finalizar, se despliega los
valores del color magenta (M). Es importante seleccionar las gotas en orden para
poder relacionar el valor de la lista con la gota seleccionada. Después, se repite

el andlisis, pero seleccionando una zona cercana a las gotas para obtener los

valores del fondo y restarsela al valor de cada gota (extraccion de fondo).
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Figura 3.10. Representacion de cOmo se analizan las imagenes.
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3.2 Sistema microfluidico para el analisis de células

individuales

3.2.2 Fabricacion

Antes de la fabricacion, el disefio del dispositivo para el andlisis de células
individuales se realizé en el software Autodesk AutoCAD 2018. El disefio se
guardé como archivo DXF y con el programa KLayout 0.23.10 se convirtié a
formato GDS. Este archivo es compatible con el equipo microgenerador de

patrones. (UPG 101, Heidelberg Instruments, Alemania).

Los dispositivos también se fabricaron con técnicas de fotolitografia y de
litografia suave multicapa. La primera técnica se uso para elaborar los moldes de
la capa de control y la de flujo. Los dispositivos de PDMS se fabricaron con la

técnica de litografia suave multicapa.

3.2.2.1 Fabricacién de moldes

Para fabricar el molde de la capa de control y el de la capa de flujo, a las
dos obleas de 10 cm primero se les da un tratamiento con plasma de oxigeno
(Zepto, Diener Electronic GmbH & Co. KG, Alemania) por 5 minutos. El molde de
la capa de flujo se fabrica con cuatro recubrimientos y cuatro resinas diferentes,
ya que se debe fabricar primero las marcas de alineacion, después los canales
estrechos con una altura baja, luego las camaras con las trampas y finalmente
los canales con perfil redondeado para poder bloquearse con las valvulas (Figura
3.11). A continuacion, se detallan todos los pasos para la fabricacion del molde

de la capa de flujo:
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1. Se recubre la oblea con la resina negativa (GM1060, Gerstelec Sarl,
Suiza) para realizar las marcas de alineacion y al spin coater se le
programaron los siguientes pasos:

Paso 1
Rampa: 10 s
Tiempo: 40 s
Velocidad: 700 rpm (para altura de 25 pm)
Paso 2.
Rampa: 10 s
Tiempo: 0s
Velocidad: O rpm
2. Se realiza el pre-cocido colocando la oblea en una plancha de

calentamiento y se realiza el siguiente protocolo:

I) Se calienta empezando en 50°C y se va aumentando 5°C cada 2

minutos hasta 65°C

i) Se mantiene a 65°C durante 10 min

iii) Se aumenta a 70 °C y cada 2 minutos 5°C hasta 95°C
iv) Se mantiene a 95°C durante 30 min.

3. Se expone la fotorresina a luz UV usando el equipo micro pattern
generator (WPG 101, Heidelberg, Alemani), el cual tiene un laser de 377
nm. El equipo se conecta a una computadora donde se cargan los
disefios GDS. El laser incide sobre la fotorresinafotorresina trazando
el disefio para comenzar la polimerizacion. En el equipo se elige la
cantidad de energia (10 a 70 mW) y el porcentaje de energia (5 a
100%). Para ese molde se usa el cabezal de 4 mm con los parametros
de 30 mW al 50%.

4. Se realiza el post-cocido usando el siguiente protocolo:

i) Empezando en 50°C se aumenta 5°C cada 2 minutos hasta 65°C
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i) Se mantiene a 65°C durante 10 min
iil) Se aumenta a 70 °C y cada 2 minutos 5°C hasta 95°C
iv) Se mantiene a 95°C durante 30 min.

5. Se revela la oblea usando acetato de éter monometilico de
propilenglicol (PGMEA, Sigma, EE. UU.) e isopropanol para detener la
reaccion y limpiar.

6. Se realiza el hard-bake a 135 °C por 1 hora

7. Para la siguiente capa de resina a la oblea se da un tratamiento de 5
min con plasma de oxigeno.

8. Se recubre con la resina SU 8 GM1050 (Gerstelec Sarl, Suiza) para
realizar los canales estrechos y se coloca en el spin coater, al cual se
le programan los siguientes pasos:

Paso 1

Rampa: 25 s

Tiempo: 40 s

Velocidad: 3800 rpm (para altura de 3 um)
Paso 2.

Rampa: 25 s

Tiempo: 0's

Velocidad: O rpm

9. Se realiza el pre-cocido calentando la oblea a 120°C por 1 min.

10.Se alinea y se expone la oblea usando el cabezal de 4 mm con los
parametros de 30 mW al 50%

11. Se realiza el post-cocido usando el siguiente protocolo:

i) Empezando en 50°C se aumenté 5°C cada 2 minutos hasta 65°C
i) Se mantuvo a 65°C durante 3 min
iil) Se aumentd a 70 °C y cada 2 minutos 5°C hasta 95°C

iv) Se mantuvo a 95°C durante 10 min
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12.Se revela la oblea usando PGMEA e isopropanol para limpiar.
13.Se realiza el hard-bake a 150 °C por 30 min.
14.Para la siguiente capa de resina usada para formar las camaras, se
recubre la oblea con la resina GM1060, se colocé en el spin coater, al
cual se le programaron los siguientes pasos:
Paso 1
Rampa: 10 s
Tiempo: 40 s
Velocidad: 800 rpm (para altura de 23 um)
Paso 2.
Rampa: 10 s
Tiempo: 0's
Velocidad: O rpm

15. Se realiza el pre-cocido usando el siguiente protocolo:
1) Empezando en 50°C se aumenta 5°C cada 2 minutos hasta 65°C
i) Se mantiene a 65°C durante 10 min
iii) Se aumenta a 70 °C y cada 2 minutos 5°C hasta 95°C
iv) Se mantiene a 95°C durante 30 min.

16.Se expone la oblea en la maquina yPG Heidelberg dos veces usando
el cabezal de 10 mm con los parametros de 70 mW al 100%

17.Se realiza el post-cocido usando el siguiente protocolo:
i) Empezando en 50°C se aumenta 5°C cada 2 minutos hasta 65°C
i) Se mantiene a 65°C durante 10 min
iii) Se aumenta a 70 °C y cada 2 minutos 5°C hasta 95°C
iv) Se mantiene a 95°C durante 30 min.
18.Se revela la oblea usando PGMEA e isopropanol.

19.Se realiza el hard-bake a 135 °C por 1 hora
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20.A la misma oblea se le da un tratamiento de 1:30 minutos con plasma
para fabricar las siguientes estructuras que seran con perfil
redondeado.

21.Se recubrié la oblea con promotor de adhesion y se colocé en el spin
coater, al cual se le programaron los siguientes pasos:

Paso 1

Rampa: 3 s

Tiempo: 20 s
Velocidad: 3000 rpm
Paso 2.

Rampa: 3 s

Tiempo: 0's
Velocidad: O rpm

22.Se coloca en la plancha a 120°C por 5 min

23.Se recubre con AZ 9260 y se coloca en el spin coater, al cual se le
programan los siguientes pasos:

Paso 1
Rampa: 5s
Tiempo: 10 s
Velocidad: 500 rpm
Paso 2.
Rampa: 18 s
Tiempo: 40 s
Velocidad: 800 rpm (para altura de 18 pm)
Paso 3.
Rampa: 18 s
Tiempo: 0s
Velocidad: O rpm
24.Se coloca en la plancha a 90°C por un minuto

25.Se coloca en otra plancha a 115°C por 5 minutos
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26.Se alinea y se expone la oblea cuatro veces usando el cabezal de 10
mm con los parametros de 60 mW al 80%

27.Se revela la oblea utilizando el reactivo AZ 400K, diluido con agua
destilada en una relacion 1:3 (v/v) y se limpia con agua destilada.

28.Se realiza el reflujo a 135 °C por 30 minutos.

Para la fabricacion del molde de la capa de control solo se realiza un
recubrimiento con la resina negativa GM1060, la cual es la misma empleada para
fabricar las marcas de alineacion del molde de la capa de flujo. El protocolo de
fabricacion es exactamente el mismo que las marcas de alineacion, usando los
pasos del 1 al 6. Al finalizar la fabricaciébn de los dos moldes, se les da un
tratamiento de 30 minutos con clorotrimetilsilano (Chlorotrimethylsilane, Sigma-
Aldrich Co.) para evitar la union del PDMS a las estructuras y lograr desprender

las réplicas de PDMS sin dafiar los moldes.

: !

2.Serevela 3. Se recubre capa de 3 pumy
se expone

e —

4. Se revela 5. Se recubre capa de 23 umy 6. Se revela
se expone

1. Se recubre con capa de 25
pm y se expone

|

+ +
|
7. Se recubre con AZy se 8. Se revela 9. Se realiza el reflujo

expone

Figura 3.11. Esquema del protocolo de fabricacion para el molde de la capa de

flujo.
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3.2.2.2 Fabricacion de dispositivos de PDMS

El protocolo para la fabricacion de las réplicas de PDMS del dispositivo
para analisis de células individuales es similar al protocolo usado para el médulo
de deteccion basado en gotas. A continuacion, se resume brevemente la
metodologia de fabricacion. Se verti6 PDMS con una mezcla de base y agente
curador a 5:1 (w/w) en el molde de la capa de control y se desgasificé por 15
minutos. El molde de la capa de flujo se recubrié a 1850 rpm durante 35 s con
una mezcla 25:1 (w/w) base/curador. Ambos moldes se curaron parcialmente a
80°C durante 25 min. Después, se despegaron las réplicas de la capa de control,
se perforaron y se alinearon sobre la capa de flujo y se dejaron unir durante 90
minutos a 80°C. Se perforaron las entradas y salidas de la capa de flujo y las
réplicas de PDMS fueron pegadas a portaobjetos usando plasma de oxigeno

durante 90 s.

3.2.3 Operacion.

Al igual que el modulo de deteccion basado en gotas, la inyeccion de
soluciones al dispositivo para andlisis de células individual es por medio del
método 2 (Figura 3.2), el cual consiste en conectar tubos Tygon a las entradas
usando un pin metalico. De igual forma, las soluciones y suspensiones se
introducen con presion positiva, ya que los tubos también estan conectados a un

sistema neumético como el de la Figura 3.3.

3.2.3.1 Dispositivo de células individuales

Para controlar las microvalvulas del dispositivo se realizo un programa con
una interfaz grafica en LabVIEW (Figura 3.12). Cuando se comienza el programa,
primero se cierran las valvulas de los canales laterales y se comienza a inyectar
medio a los canales centrales (T1). El segundo paso consiste en abrir el canal
lateral que conecta con las trampas para células (T2, tiempo en que permanece

abierto hasta el siguiente paso). En el tercer paso se comienzan a inyectar las

67



células por el tiempo que el usuario defina, para los experimentos se configurd a
10 minutos (T3). Después se abre el canal lateral conectado a las trampas para
las perlas durante el mismo tiempo que el segundo paso (T2). En el siguiente
paso se comienzan a perfundir las perlas a los canales centrales, se configuro el
tiempo de 2 a 25 s (T4). El dltimo paso del programa es inyectar medio a los
canales centrales para lavar cualquier célula o perla que se quede fuera de las
trampas (T5). Si es necesario repetir el procedimiento se puede configurar los
ciclos que se deseen, independientes para las células o las perlas. Después de
terminar el programa, manualmente se cierra el canal central para separar las
camaras, el cierre de esta valvula debe ser lento para evitar expulsar a las células
de las trampas, aproximadamente a 0.5 psi/s. A continuacion, la inyeccion de las
soluciones por el canal lateral es manual y después de esto, se cierran las

valvulas de los canales laterales para aislar completamente las camaras.

T1 Washing lateral 4
3 6s)
channels closed ¥ &)

T2 Washing: lateral & 3
channels opned ¥

B Cells &
perfusion

T4Beads A 3
perfusion L

= T5 Washing 2 z
cells/beads ¥
Via V2a Via Vda V5a V6a V7a /i
Vib V2b V3b Vab vsb V6b vid vad

VISA resource

Vie V2e V3c Vic V5c V6e Vid

Figura 3.12. Interfaz grafica para controlar el dispositivo para analisis de células

individuales.

3.2.4 Preparacion de los dispositivos.

Primero, a las entradas de las lineas de control se les conectaron tubos

Tygon con PBS 1X estéril y se presurizaron a 25 psi para llenar las microvalvulas.
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Después, se llenaron los canales de la capa de flujo con medio RPMI (21870-
076, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) suplementado con 10% de FBS (FBS,
16000-036, Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.) usando mangueras y tubos
de 1.5 mL presurizados. A continuacion, se conectaron las mangueras con los
estimulos para cada seccién, se purgaron y se eliminaron las burbujas. Se volvio
a inyectar medio por 10 min para limpiar los canales de los estimulos y después
se cerraron todas las salidas, pero se mantuvo la entrada de medio abierta. El
medio se incubd por 1 hora, ya que el FBS ayuda a evitar la adhesién inespecifica
de células y microesferas a la superficie. El siguiente paso es perfundir las

suspensiones de células y perlas, la metodologia se detallara mas adelante.

3.2.5 Cultivo de lineas celulares y aislamiento de monocitos

La caracterizacion de la ocupacion de las trampas para células se realizd
usando la linea células NALM-6, las cuales son células de leucemia linfoblastica
aguda Pre-B y fueron amablemente proporcionada por la Dra. Rosana Pelayo.
Las células se cultivaron en cajas T25 en un medio completo, que consiste en
medio RPMI 1640 suplementado con 10% de FBS, 1% de
penicilina/estreptomicina y se mantuvieron en condiciones de cultivo a 37°Cy 5%
de COz2. Antes de inyectar las células en el dispositivo, se tifieron los nucleos con
5 ug/mL de Hoechst 33342 (H3570, Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.)

durante 5 minutos y se lavaron con medio completo por medio de centrifugacion.

Para los experimentos de secrecion de citocinas, se usaron monocitos
humanos, los cuales se purificaron a partir de sangre periférica. Primero se
recolect6 sangre venosa de donadores sanos en tubos con EDTA. Después, se
colocaron 3 mL de sangre entera sobre 3 mL de Histopaque (10771, Sigma-
Aldrich, EE. UU.) en tubos de centrifuga de 15 mL y se centrifugaron a 450 g
durante 30 min. La capa de células mononucleares de sangre periférica (PBMC,
por sus siglas en inglés) se recogi6 con cuidado usando una pipeta Pasteur y se

lavé dos veces con PBS centrifugando por 10 min a 200 g. Las PBMC se
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transfirieron a cajas Petri de plastico y se incubaron a 37°C y 5% de CO:2 durante
30 min en medio RPMI 1640 suplementado con pen-strep sin FBS. Las células
no adheridas se lavaron con PBS a 37°C, mientras que las adheridas se
cultivaron durante 3 dias en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de suero
autdlogo y 1% de pen-strep. Los monocitos se despegaron de las cajas Petri
incubando con tripsina-EDTA al 0.05% (59418C, Sigma) durante 5 minutos. Se
utilizé medio RPMI con suero autdlogo para inactivar la tripsina y la suspensiéon
celular se centrifug6é a 200 g durante 3 min. Antes de introducir las células, se
ajustd la densidad a 1.5x108 células/mL y se afiadi® DNasa | a 0,2 U/mL
(AM2222, Thermo Fisher Scientific) para evitar que el ADN ocluyera los canales

mientras se inyectaban las células.

3.2.6 Preparacion de las microperlas

Para la caracterizacion de la ocupacion de trampas por perlas, se usaron
perlas de poliestireno de 6.5 um y para los inmunoensayos se usaron microperlas
de poliestireno con estreptavidina de 6.7 um (SVP-60-5, Spherotech Inc., EE.
UU.). Para funcionalizar las microperlas con los anticuerpos de captura, primero
se lavé una suspension de perlas de 30 pyL a ~30 x 108 perlas/mL con diluyente
1X ELISA/ELISPOT (00-4202-56, eBioscience, EE. UU.). Los lavados se
realizaron tres veces mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 15 min.
Después, se incubaron en un volumen de 50 pyL ~9 x 10° microperlas con
anticuerpos de captura anti-1L8 biotinilados a 11 yg/mL (BAF208, R&D Systems,
EE. UU.) durante toda una noche o hasta su uso, con un almacenamiento maximo
de hasta 3 semanas a 4 °C. El dia del experimento, se lavaron con medio
completo tres veces mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min. Justo
antes de inyectar las perlas al dispositivo, se mezclaron con PEG al 20% (202398,
Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) y con 13.3% de densificador (OptiPrep™ Density
Gradient Medium, D1556, Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) para evitar que las perlas

se pegaran entre si y que se sedimenten en los tubos.
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3.2.7 Curvas de calibracion

Las curvas de calibracion se realizaron en dispositivos separados y se
usaron las perlas funcionalizadas con anti-IL-8. Primero, se capturaron las perlas
en sus trampas correspondientes, al cerrar la valvula del canal lateral conectado
a las trampas para perlas. Después, se perfundieron diferentes concentraciones
de IL-8 recombinante humana (IC208P, R&D Systems, EE. UU.) en medio RPMI.
Para esto, a cuatro secciones se les perfundié una concentracion diferente (0.09,
0.19, 0.39, 0.78 ng/mL) y una quinta seccion se usé como control negativo al solo
inyectarle medio. Después, se aislaron las microcamaras con las perlas al activar
lentamente las valvulas y se dej6é incubar por 90 minutos. Los inmunoensayos
tipo sandwich se revelaron al cambiar la solucion de la microcamara por
anticuerpos de deteccion anti-IL-8 marcados con ficoeritrina (R-PE) (IC208P,
R&D Systems, USA) a 10 pug/mL. Para realizar en recambio de soluciones, se
empled un protocolo que consiste en inyectar por 30 s la nueva solucion por el
canal lateral conectado a las trampas para perlas a un flujo volumétrico de 1
pl/min. En el siguiente paso se activaron las valvulas de ese canal lateral durante
30 s y se repitieron los ciclos 10 veces consecutivas. Se dejaron incubar los
anticuerpos de deteccion por 30 minutos y finalmente se tomaron micrografias de
las cAmaras con las perlas. Las micrografias se tomaron con un objetivo 10X en
campo claro y en el canal de fluorescencia R-PE usando un microscopio invertido
de epifluorescencia (Axio Observer Al, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Alemania).
Se siguié el mismo protocolo con los mismos parametros para evaluar las
concentraciones mas altas (1,56, 3,125, 6,25, 12,5 ng/mL y control negativo) de

la proteina IL-8.

3.2.8 Deteccion de citocinas secretadas por células individuales

Para esto experimentos se usaron monocitos de sangre periférica, los
cuales se resuspendieron en 100 pl de medio para perfusion celular, el cual es

medio completo con un 13% de OptiPrep™ y EDTA 0.05%. Las células fueron
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atrapadas en sus sitios de captura abriendo el canal lateral cercano a las trampas
celulares y estas se inyectaron en cinco secciones. Luego se lavo el medio de
perfusion con medio fresco durante 2 min para deshacerse de las células que no
fueron capturadas. Una vez ocupadas las trampas celulares, se abrieron las
valvulas del canal lateral opuesto (canal lateral de microperlas) y se inyectaron
las perlas funcionalizadas con anticuerpos en seis secciones del dispositivo, en
una seccion solo se capturaron perlas como control negativo. A continuacion, se
aislaron las células en las camaras de ensayo aumentando lentamente la presion
en las valvulas del canal central (~ 0,5 psi/s). Luego, se afadié a las
microcamaras una mezcla de medio completo, anticuerpos de detecciény LPS a
diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10 y 50 pg/mL) utilizando el protocolo de
intercambio de soluciones. Después, se activaron las valvulas de los canales
laterales para aislar completamente las microcAmaras. El dispositivo se mantuvo
en condiciones de cultivo a 37°C y 5% de CO:2 durante 24 horas. Finalmente, se
escane0 todo el dispositivo tomando micrografias en campo claro y fluorescencia

utilizando un objetivo de 10X.

3.2.9 Andlisis de imagenes.

Las micrografias se exportaron como extension TIFF sin compresion y se
analizaron con un programa en MATLAB. El programa despliega todas las
imagenes, las cuales contienen tres camaras. Visualmente se selecciona con un
click la camara que se desea analizar (cAmaras con células y perlas), y se genera
un zoom sobre la cAmara para visualizar las perlas. Se selecciona la perla que
se desea analizar, se obtiene una region de interés (ROI), esa regidn de interés
es la misma de las imagenes de fluorescencia. En esas imagenes se corta la
ROI, se transforma a escala de grises y se obtiene el promedio de gris. Para
analizar camaras con mas de una perla, se debe volver a correr el programa y
seleccionar la otra perla en la camara. Las imagenes se despliegan en el orden

en el que se tomaron por lo que se puede determinar el valor de grises en las
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perlas de cada camara, ya que el primer valor de la lista corresponde a la primera
camara. Los valores se promedian manualmente cuando hay mas de una perla
en la cAmara. Para restar el fondo, se repiten los analisis, seleccionando las
camaras y se selecciona un area del canal cercano a las perlas para después

restar los valores del fondo a los valores de las perlas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos de los
sistemas microfluidicos desarrollados. En la primera parte se reportan los
resultados de los dispositivos para el andlisis de esferoides, incluyendo los
modulos de cultivo y de analisis basado en gotas, asi como del dispositivo
integrado. En la segunda parte se muestran los resultados del dispositivo para el

andlisis de células individuales.

4.1 Sistemas microfluidico para el cultivo y analisis de

esferoides

4.1.1 Mdédulos de cultivo de esferoides y de deteccion de analitos

La plataforma para el analisis de esferoides esta formada por dos
madulos: 1) el primero para la formacién y cultivo de esferoides de hepatocitos y
2) el segundo para el andlisis de biomarcadores (Figura 4.1). Estos modulos son
dispositivos microfluidicos ya que contienen canales y estructuras en el orden de
los micrometros y el régimen del flujo es laminar. La plataforma microfluidica
utiliza dos principales métodos para el analisis de biomarcadores en esferoides:
microvélvulas y microfluidica basada en gotas. Las microvalvulas neumaticas
(valvulas de Quake) permiten el control del flujo de los reactivos/muestras en el
dispositivo [65]. La microfluidica basada en gotas manipula fluidos de bajo
volumen y los discretiza en fases inmiscibles a través de la union de flujo cruzado
de agua y aceite [66]. El sistema microfluidico con la combinacién de los dos
métodos permite la mezcla de las muestras con los reactivos para los ensayos,

la multiplexacién de los ensayos y la automatizacion de los procesos.
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Figura 4.1. Fotografias de los dos modulos. El dispositivo microfluidico para

analisis usando gotas y el dispositivo para la formacion y cultivo de esferoides.

4.1.1.1 Disefo de los mdédulos.

Antes de la fabricacién, disefios de los dispositivos para el cultivo y analisis
de esferoides se realizaron con el software Autodesk AutoCAD 2017, los cuales
se guardaron como DWG y se exportaron como PDF. Los archivos se enviaron
para la impresion de las fotomascara a la compafia CAD/Art Services. En el
archivo PDF se indic6 la polaridad de las estructuras (estructuras oscuras o
transparentes) dependiendo del disefio, la fotorresina empleada y el protocolo de

fabricacion.

4.1.1.1.1 Modulo de cultivo.

El médulo para cultivo de esferoides permite introducir células para
capturarlas dentro de micropozos, con el fin de formar y cultivar esferoides. El
disefio del dispositivo esta formado por tres capas: una de control, una de flujo y
una de micropozos (Figura 4.2). La primera capa tiene ocho lineas de control con
microvalvulas para controlar el flujo del fluido dentro del dispositivo. Las valvulas
bloquean o permiten el paso de las soluciones hacia la camara de cultivo al
activarse o desactivarse. La capa de flujo contiene una cAmara de cultivo de 5550

x 5550 um, ademas dos canales de transporte que se ramifican hacia la camara.

75



Los canales de transporte tienen un ancho de 950 um y cada canal contiene sus
respectivas entradas y salidas para la siembra de hepatocitos. También tiene una
red de canales de 250 um en los lados de la camara de cultivo con entradas y
salidas que pueden usarse para las conexiones con el médulo de deteccién. La
capa de micropozos es un arreglo de 12 x 12 pozos para un total de 144 y cada

pozo tiene un diametro de 350 pm.

Capade
Control

RN JCamnde

c / \ d

icropozos PDMS
. $100 pym

100

500 pm

350 um

Figura 4.2 (a) Disefio del modulo de cultivo de esferoides, en azul se muestra la
camara de cultivo con canales de transporte, en amarillo las microvalvulas y en
rojo la red de canales de flujo. (b) Vista lateral del dispositivo con las tres capas.
(c) Disefio de una seccién con cuatro micropozos. (d) Vista lateral de la camara

de cultivo y dos micropozos.

Para la impresion de las fotomascaras, el disefio se separa por capas y
por secciones, dependiendo de la altura deseada para las estructuras. Después,
se determina con qué polaridad se imprimen las fotoméascaras (Figura 4.3). Para
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la capa de flujo, el disefio se separa por tipo de estructura y se agregan marcas
de alineacion a los extremos de la fotomascara. La camara de cultivo y los
canales de transporte tiene una altura de 100 um y la red de canales tiene una
altura de 50 um, se fabrican con resina negativa y positiva, respectivamente. Para
la capa de control, la camara de cultivo y los micropozos, la polaridad de las
estructuras es transparente (blanco) y para la red de canales la polaridad de las

estructuras es oscura (negro).

FT 1

T

.-

Figura 4.3. Disefio de las fotomascaras. La capa de control, la de pozos, las
camaras de cultivo con los canales de transporte tienen polaridad con

estructuras transparentes y la red de canales con estructuras oscuras.
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4.1.1.1.2 Modulo de analisis basado en gotas.

El modulo esta disefiado para la medicion de multiples analitos usando
gotas donde se mezclan los reactivos y las muestras. El dispositivo esta formado
por dos capas una de control y una de flujo (Figura 4.4), ademas el sustrato donde
se pegan es de vidrio. La capa de control contiene diez lineas con valvulas de
450x350 um. Seis valvulas son usadas para bloquear o permitir la entrada de
reactivos al dispositivo. Las valvulas V1 y V2 son usadas para formar las gotas o
enviar las soluciones a desechos, respectivamente. Las otras valvulas son para
permitir el paso del aceite o bloquear la salida de la serpentina. La capa de flujo
esta separada en dos secciones, una para introducir los reactivos/muestras y otra
para el aceite. La primera secciéon cuenta con una red de canales con seis
entradas y una salida para desechos, los canales de esta seccion tienen un ancho
de 150 um. La segunda seccion tiene un canal en forma de serpentina con 200
um de ancho, por donde pasa el aceite y se almacenan las gotas. También tiene
un canal que se conecta a una entrada, este canal rodea las entradas de

reactivos/muestras y es usado para introducir el aceite.
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Figura 4.4. Disefio del médulo de deteccion de analitos basado en gotas. En

azul se muestra la capa de flujo y en rojo la capa de control.

Después de realizar el disefio, se mandan a imprimir las fotomascaras,

para la capa de control solo se requiere una mascara con estructuras
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transparentes. Para la capa de flujo, el disefio se separa en dos secciones, los
canales para soluciones acuosas y los canales para el aceite. Esta separacion
se debe a que las estructuras se fabrican con diferente resina, positiva para las
secciones con canales para soluciones acuosa 0 que vaya a tener un perfil
redondo y negativa para los canales con aceite. Por lo tanto, las mascaras de la
capa de flujo tienen diferente polaridad, para la primera seccion las estructuras
son oscuras y para la segunda seccidn las estructuras son transparentes (Figura
4.5).

Figura 4.5. Disefio de las fotomascaras para fabricar el molde de la capa de
flujo, estructuras oscuras para los canales que se fabrican con resina positiva y

estructuras transparentes para canales fabricados con resina negativa.

4.1.1.2 Mbédulo para cultivo de esferoides.

El dispositivo para la formacion y cultivo de esferoides esta fabricado
completamente de PDMS y consta de tres capas. Este material ofrece varias
ventajas, ya que es transparente, biocompatible, permeable a gases como el

oxigeno y, ademas, con el PDMS se pueden formar estructuras en el orden de

79



micrometros [67]. Por otra parte, se han desarrollado dispositivo de PDMS para
el cultivo de hepatocitos, mostrando mejor funcionamiento de estas células [46].
El médulo de cultivo desarrollado en este trabajo posee micropozos de 500 pm
de profundidad que permiten la captura de células, agrupandolas en ellos. Al
tratar la superficie del PDMS con pluronico, se evita la adhesion de células a la
superficie[68,69]. El plurénico es un compuesto anfipatico formado por un bloque
de tres polimeros (PEO-PPO-PEOQ), en los extremos tiene 6xido de polietileno
(PEO), también conocido como polietilenglicol (PEG), y en el centro éxido de
polipropileno (PPO). EI PPO es hidrofébico, por lo que las interacciones
hidrofébicas entre el PDMS y el PPO deja expuestos los segmentos PEO en los
canales microfluidicos[70]. Por lo tanto, al quedar expuestos los segmentos de
PEO en las superficies de los micropozos, los hepatocitos no se adhieren a la
superficie y se agregan entre ellos mediante las uniones E-cadherina para formar
los esferoides [50,71]. En la Figura 4.6 se muestran micrografias de los
micropozos del dispositivo con hepatocitos después de sembrarlos (0 h), donde
las células ocupan todo el pozo. A las 6 horas se observa que se empiezan a

agregar, a las 24 y 48 horas se forman esferoides compactos.

0O0h

Figura 4.6. Micrografias de los hepatocitos en el dispositivo, después de la
siembra los pozos estan llenos con células, a las 6 horas se empiezan a
agregar, a las 24 horas los esferoides se forman y a las 48 h los esferoides

estan compactos.
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Para un cultivo convencional de monocapa (2D) de hepatocitos primarios
de rata en placas de 6 pozos, se recomienda sembrar 5x10° células en 2 mL de
medio de cultivo y cambiar el medio cada dos dias [72]. Por otra parte, cultivos
2D de hepatocitos primarios de rata en dispositivos microfluidicos se han
cultivado exitosamente por 14 dias sembrando 4 x 10° células/mL para al final
obtener 20 000 células dentro de una camara de 75um de altura para un volumen
de 1 pL, reservorios con 250 yL y cambiando el medio cada 48 horas [46]. Para
el médulo de formacién y cultivo de esferoides se inyectaron 250 pL de
suspension celular a 3x10° células/mL y el volumen de la cAmara de cultivo es de
5 uL. Para determinar el numero total de células en el dispositivo después de los
lavados y formacion de esferoides, se realiz6 un ensayo para cuantificar el ADN.
Para estos experimentos, durante la siembra de los hepatocitos se separaron
alicuotas con 1000x103, 250x103, 62.5x103%, 15.6x10%y O células/mL y se
almacenaron a -80°C. A las 48 horas de la siembra, cuando los esferoides ya
estaban completamente formados, se disgregaron dentro del dispositivo con
tripsina y colagenasa |, después se lisaron y se recuperé todo el contenido del
dispositivo. Usando las muestras almacenadas con numero de células conocidas
y las muestras recuperadas del dispositivo, se cuantificé el ADN total con un kit
comercial (DNA Quantification Assay Kit Fluorometric, Abcam, EE. UU.) y se
determind el numero total de células en los dispositivos. Se obtuvo que la
cantidad total de células en los dispositivos con pozos de 500 um de profundidad
era de 420,000 células por dispositivo y conociendo el nimero de pozos por
dispositivo y considerando que los esferoides son uniformes, se estimé que cada
esferoide contiene aproximadamente 2,916 células. Debido al volumen del
dispositivo, los reservorios y la cantidad de células, se realizaron cambios de

medio cada 24 horas.

Se monitorearon los esferoides por 21 dias, se adquirieron micrografias y
también se recuperd y almacené el medio de cultivo. En la figura 4.7 se muestran
micrografias de los esferoides en lo pozos tomadas con objetivos de 5X, 10X y
20X alo largo de los 21 dias. Por otra parte, se analizé la funcion de los esferoides
de hepatocitos, al medir la cantidad de albumina secretada dentro de los
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dispositivos a lo largo de las tres semanas. La albumina es un marcador de
funcionalidad de los hepatocitos, por lo que al disminuir a lo largo de los dias
indica que estan perdiendo funcién o estan muriendo [46,50,73]. En la figura 4.8
se muestran los resultados, se puede observar que siguen secretando albimina
durante las tres semanas, aunque a las dos semanas comienza a disminuir la
cantidad de albumina secretada. Sin embargo, se puede observar que gran parte
de los esferoides singuen manteniendo su forma durante las tres semanas,
aunque algunos se empiezan a adherir a la superficie o a desprenderse células
del esferoide. Los siguientes experimentos con los esferoides se realizaron

dentro de los primeros doce dias de cultivo.
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Figura 4.7. Micrografias de los esferoides de hepatocitos formados y cultivados
por 21 dias en los micropozos de 500 um de profundidad.
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Figura 4.8. Grafica con los resultados de la secrecion de albumina por los
esferoides de hepatocitos sembrados en el dispositivo con pozos de 500 um de
profundidad.

4.1.1.3 Mbédulo de deteccidon de biomarcadores basado en gotas.

El dispositivo microfluidico para la deteccion de biomarcadores permite la
formacién de gotas y emplea las microvélvulas para combinar mezclas de
soluciones. En la Figura 4.9 se muestra una fotografia del dispositivo, los canales
de control con las microvalvulas se llenaron con colorante rojo y los canales de

flujo con colorante azul. Las entradas estan enumeradas de la siguiente forma:

1. Entrada para conectar la manguera con aceite.

2. Entradas para conectar las muestras, reactivos o el modulo de cultivo
de esferoides.

3. Salida de desechos cuando se limpian los canales.

4. Salida del aceite y las gotas.

84



Para controlar la formacion de gotas con diferentes mezclas, realizar
ensayos multiplexados e incubar las gotas dentro del dispositivo es necesario
implementar las microvalvulas, a continuacion, se describe el funcionamiento de

cada valvula:

V1. Esta valvula separa las soluciones acuosas del aceite y sirve para
formar las gotas. También se puede controlar el volumen de las gotas al

variar el tiempo de apertura de esta valvula.

V2. Para enviar las soluciones a una salida de desechos para lavar los
canales con soluciones acuosas. La sincronizacion entre esta valvula con
la V1 permite la correcta formacion de gotas con las soluciones deseadas,

ademas controla la separacion entra las gotas.
V3. Para controlar la entrada del aceite al dispositivo.

V4. Para permitir la salida del aceite y gotas, ademas al activarse junto con

la valvula V3 inmoviliza las gotas para incubarlas dentro de la serpentina.

V5. Para controlar las entradas de los reactivos o muestras hacia los
desechos o para formar gotas.
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Figura 4.9. Fotografia del dispositivo microfluidico para el andlisis de
biomarcadores secretados por esferoides usando gotas. Las lineas de control

se llenaron con colorante rojo y los canales de flujo con colorante azul.

4.1.2.2.1 Caracterizaciéon del dispositivo

Los seis canales de las entradas para los reactivos/muestras tienen la
misma distancia hacia la interseccion entre los canales de las soluciones acuosas
y los canales para el aceite. Los canales para los reactivos y muestras tienen las
mismas dimensiones de 150 um de ancho, 6700 pm de largo y 18 um de alto,
para que tengan las mismas resistencias hidraulicas y asi conectar todas las
entradas al mismo regulador de presion. Se determind experimentalmente las
presiones neumaticas para formar correctamente las gotas, para las soluciones
acuosas se usaron 2 psi, para el aceite 2.5 psi y para la entrada cuando se
conecta el médulo de cultivo 4 psi; estas presiones se fijaron para todos los
experimentos. Las dimensiones de los canales y las presiones usadas para
inyectar las soluciones generan flujo laminar en los canales. Ademas, junto con

las microvalvulas se hace posible generar dos corrientes de flujo de diferentes
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soluciones para después formar gotas donde las dos soluciones se mezclan.
Como se muestra en la Figura 4.10, con la valvula V1 cerrada y la valvula V2
abierta, las soluciones de colorantes amarillo y azul co-fluyen sin mezclarse. Al
cerrar V2 y abrir V1 se empujan los colorantes amarillos y azules al canal con
aceite y se forma la gota. En la gota recién formada, se pueden observar los
colores amarillo, azul y verde, lo que indica que la mezcla ha comenzado mientras

que las primeras gotas formadas ya muestran un color verde homogéneo.

Figura 4.10. Micrografias de la union T donde esta la valvula V1 para
separar las soluciones acuosas del aceite y gotas verdes formadas con

colorante azul y amarillo.

Para comprobar el funcionamiento del dispositivo se realizaron
experimentos con colorantes para formar mezclas con diferentes colorantes. Se
usoé el programa y la interfaz grafica realizada en LabVIEW que permite abrir
secuencialmente las valvulas para mezclar las soluciones y generar gotas de
forma automatica. En la Figura 4.11 se muestran esquematicos y micrografias de
las secuencias para formar gotas con diferentes mezclas de colorantes. Para
estos experimentos primero se perfunde el aceite abriendo las valvulas V3 'y V4.
A continuacion, se inyectan dos soluciones (colorante amarillo y azul) a la salida

de desechos abriendo V2. Enseguida, se cierra V2 y se abre V1, para inyectar
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un pequeiio volumen de las soluciones a la interseccion de flujo cruzado del
aceite y es donde se generan las gotas de agua en aceite. La sincronizacion y la
rapida actuacion de estas valvulas es fundamental, ya que si se cierran ambas
véalvulas por un tiempo prolongado las soluciones se comienzan a mezclar en el
canal. Por otra parte, si las dos valvulas se mantienen abiertas, las soluciones no
se mezclan en las gotas de forma proporcional. Se puede formar la cantidad de
gotas deseadas al accionar de nuevo las valvulas V1/V2 y esto es facilmente
controlado al configurar el nUmero de gotas en la interfaz grafica. Para formar el
siguiente set de gotas, las valvulas se accionaron para dirigir los residuos a la
salida de desechos con el fin de eliminar la solucién anterior de los canales.
Después se repite el proceso al activarse la valvula de otra entrada de reactivos,
se ejemplifica en la Figura 4.11, al formar una gota con colorante rojo y amarillo.
Esta secuencia de pasos se puede repetir para llenar la serpentina con diferentes
gotas. Es posible reusar el dispositivo al transportar las gotas hacia la salida de
la serpentina, solo se debe de mantener la vélvula V1 cerrada y continuar

perfundiendo aceite hasta limpiar el canal.
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Figura 4.11. Esquematicos y micrografias del proceso para formar gotas con
diferentes soluciones. 1) Cuando las valvulas en la entrada de los colorantes
amarillo y azul se abren V1 esta cerrado y V2 abierto, las soluciones se desvian
a la salida. 2) Cuando se invierte el estado de V1 y V2, se forma gotas (color
verde). 3) Después de la generacion del primer grupo de gotas la solucion roja

se introduce en lugar de la azul. 4) Se forman nuevas gotas (color naranja).

El dispositivo microfluidico permite generar gotas de diferentes
combinaciones de reactivos y muestras, ajustar el volumen de las gotas, controlar
la cantidad de gotas y crear secuencias de diferentes combinaciones. En la
Figura 4.12 se muestran micrografias de la serpentina con gotas de diferentes
volimenes y combinacion de colores. Para las gotas amarillas, se mezclo

colorante amarillo con agua destilada, para las gotas verdes se combiné
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colorante amarillo con azul y para las gotas naranjas se uso colorante amarillo
con rojo. Para los experimentos de la Figura 4.12a, primero se formaron gotas
con las tres combinaciones y volimenes de 0.08 nL, después otras tres gotas
con las tres diferentes combinaciones, pero con voliumenes de 1.6 nL y de igual
forma gotas con voliumenes de 2.05, 2.48 y 2.69 nL. En los experimentos de la
Figura 4.12b, todas las gotas con combinacion de colorante amarillo y agua se
formaron con volumen de 0.08 nL, la combinacién de amarillo mas azul con 1.6
nL, y las gotas formadas con amarillo y rojo de 2.05 nL. El volumen de las gotas
se puede controlar al modificar el tiempo de apertura de la valvula V1 (sampling
time), ya que entre mas tiempo permanece abierta la valvula, mayor cantidad de
volumen pasa al canal con aceite. Para estos experimentos, se vario el tiempo
en el que la valvula permanece abierta usando 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 s.
Después de formar las gotas con los diferentes tiempos, se tomaron micrografias
del canal y se midio la longitud de las gotas para estimar el volumen considerando
un cilindro y las dimensiones del canal (altura del canal 60 pum y ancho 200 pm).
Como se muestra en la Figura 4.12c, usando tiempos de 0.05 a 0.25 s, se
generaron gotas con longitudes que van desde 220 a 720 ym o de 0.8 a 2.69 nL,
con desviaciones estandar de 0.09, 0.06, 0.07, 0.01 y 0.02 nL para cada set de

gotas.
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Figura 4.12. (a y b) Micrografia de las gotas formadas en distintas condiciones
de muestreo. Se generaron gotas de diferentes combinaciones de colores y
diferentes longitudes al variar el tiempo de apertura de la valvula V1. Barra de
escala = 1 mm. (c) Grafico mostrando la relacién entre el volumen de las gotas

y el tiempo de muestreo.

Por otra parte, también se puede controlar el nUmero de gotas en la
serpentina al controlar la frecuencia del funcionamiento de la valvula V1. Se fij6
el tiempo en el que permanece la valvula V1 abierta a 0.05 s (gotas de 0.8 nL)
pero se vario la frecuencia de funcionamiento de 15 a 250 mHz. Para cambiar la
frecuencia de funcionamiento de la valvula V1 a 15 mHz, primero se mantuvo
abierta la valvula por 0.05 s y después se cerrd por 64 s mientras la valvula V2
permanecio abierta ese tiempo y se continuaba con la perfusion de aceite. Con

estos parametros solo se pueden obtener tres gotas muy separadas en la
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serpentina (Figura 4.13a). En otro caso, con una frecuencia de funcionamiento
de 250 mHz, se abrid la valvula V1 por 0.05 s y después se cerré por 4 s para
después volverla a abrir. Con estos pardmetros, se pueden obtener hasta 48
gotas en la serpentina. En la Figura 4.13 se muestra la grafica de la cantidad de
gotas generadas con la frecuencia de funcionamiento de la valvula que van de
15 a 250 mHz y también micrografias de la serpentina con diferente nimero de
gotas. Para los siguientes experimentos donde se generaron las curvas de
calibracion, se configur6 el programa a un tiempo 8 s o 0.125 Hz de
funcionamiento de la valvula. Con esos parametros se obtuvieron 20 gotas ya
gue por cada concentracion se formaron cinco gotas y se usaron 4 diferentes
muestras con los analitos. Sin embargo, es posible generar 6 gotas por
concentracion porque con 0.125 Hz se pueden obtener un maximo de 24 gotas

en la serpentina.
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Figura 4.13. Control del nUmero de gotas variando la frecuencia de apertura de

V1. Gotas generadas usando la frecuencia de 0.015 Hz (a), 0.03 Hz (b), 0.06 Hz

(c), 0.125 Hz (d) y 0,25 Hz (e). (f) Grafica con la correlacion entre el nimero de
gotas y la frecuencia de apertura de la valvula V1.
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4.1.2.2.2 Curvas de calibracion.

Para usar el dispositivo como modulo de analisis de esferoides de
hepatocitos, se realizaron ensayos para la deteccion de biomarcadores
asociados a la viabilidad celular (lactato deshidrogenasa, LDH), al metabolismo
energético (glucosa) y a la funcién especifica del higado (acido biliar)[24,74,75].
Por otra parte, los ensayos en las gotas pueden ser colorimétricos o
fluorescentes, ya que para monitorear los cambios de glucosa en el medio se
obtienen sefiales de absorbancia (color magenta). Para la deteccion de LDH y
acidos biliares las lecturas de las sefiales en las gotas son fluorescentes. Para
realizar los ensayos, las soluciones con los reactivos para la deteccion de los
biomarcadores se cargaron en una de las entradas mientras que las soluciones
con diferentes concentraciones de glucosa, LDH o acido biliar se cargaron en las
otras entradas (Figura 4.14). Posteriormente, se mezclaron las soluciones
generando cinco gotas por cada concentracion al activar secuencialmente las

valvulas neumaticas que controlaban el flujo de las entradas.

Glucosa,

LDH o _
Ac. Biliar Reactivos

¥

Figura 4.14. Esquemas donde se muestra la configuracion de las entradas del

modulo de deteccidn para realizar las curvas de calibracion.
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El ensayo para la deteccién de glucosa se realiz6 mezclando en una
solucién glucosa oxidasa (GOx) y peroxidasa de rabano picante (HRP por sus
siglas en inglés) como pareja de enzimas para catalizar a la glucosa, y 4-
AAP/ADOS como reactivos para generar color magenta [76,77]. En esta
reaccion, la oxidacion de la glucosa por GOx da lugar a la formacion de peroxido
de hidrégeno (H20:2), que a su vez se oxida a agua en presencia de HRP. La
reaccion catalizada por la HRP produce un color magenta debido a la reduccion
de los reactivos de color (4- AAP/ADOS)[77]. Después de formar las gotas con
las mezclas, se incubaron en condiciones estaticas en la serpentina durante 5
minutos al activar las valvulas de la entrada y salida del aceite, permitiendo que
se produzca la reaccion y se genere el color. Como se muestra en la Figura 4.15,
la intensidad del color de las gotas es proporcional a las concentraciones de
glucosa usadas que van desde 0.39 a 25 mM. Se determind el limite de deteccién
(LOD) de 70 pM, definido como el promedio mas tres veces la desviacion
estandar del blanco, mientras que el coeficiente medio de variacion (CV) se
calculé en un 10,8%, indicando reproducibilidad. A pesar de que algunos kits
comerciales para la deteccion de glucosa tienen una mayor sensibilidad incluso
llegando a LOD de 7 puM, los ensayos en las gotas para glucosa son adecuados
para monitorear cambios en el medio de cultivo. El medio usado para el cultivo
de esferoides (DMEM) tiene una concentracion de glucosa de 25 mM que va
disminuyendo, ya que los hepatocitos usan la glucosa. Por lo que el rango de
deteccion y el LOD es lo suficientemente sensible como para lograr el objetivo de
este trabajo: monitorizar los cambios en el metabolismo de los esferoides de

hepatocitos.

95



a b omMm o04mm 63mM 25mm

« OlO[0l0
—um L en S 25mM) c
| | g 40
g - S ©25mM
o = » “63mMY = 304
o o = X 4 <
\E 3.1 mM
et o = > 20+
= | -
2 8 104
S8 = e 0 f
0\*@7,@** O G mN 0 10 20 30

Glucose (mM)

Figura 4.15. Curva de calibracion del ensayo colorimétrico para la deteccion de
glucosa. (a) micrografias de las gotas en la serpentina, las cuales tienen
diferentes concentraciones de glucosa. (b) Micrografias ampliadas de gotas

representativas. (c) Curva de calibracion para el ensayo de glucosa.

El lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima intracelular en las células
vivas, cuando se compromete la membrana celular, LDH de las células muertas
se libera al medio extracelular. LDH es un marcador usado cominmente para
medir muerta celular o dafio tisular [74]. La solucién usada para la deteccién de
LDH contiene lactato exdégeno que es el sustrato para LDH, asi como NAD+, una
coenzima que se reduce a NADH al aceptar electrones de LDH y que luego es
oxidada por la enzima diaforasa, o DPR [78,79]. La sefal fluorescente se genera
cuando la resazurina no fluorescente recibe electrones de la DPR y se convierte
en resorufina, el compuesto fluorescente. Como se observa en la Figura 4.16, las
mezclas en las gotas con los reactivos y las diferentes concentraciones de LDH
(0, 1.3, 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 U/L) da lugar a los diferentes niveles de sefal de

fluorescencia. El limite de deteccién cuantificado al analizar las imagenes fue de
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0.5 U/L mientras que el CV fue de 4.1%. Este limite de deteccion es comparable

a con kit de ensayos comerciales para la deteccion de LDH [80].
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Figura 4.16. Curva de calibracién del ensayo fluorescente para la deteccion de
lactato deshidrogenasa. (a) Micrografias de las gotas en la serpentina, las
cuales tienen diferentes concentraciones de LDH. (b) Micrografias ampliadas de

gotas representativas. (c) Curva de calibraciéon para el ensayo de LDH.

Los acidos biliares son producidos en el higado por los hepatocitos y es
un biomarcador del funcionamiento hepético. Los &cidos biliares tienen un papel
importante en la eliminacién de los productos de desecho, ademas participan en
la digestion de alimentos[21,81,82]. Se adaptd un kit comercial, el cual es un
ensayo enzimatico fluorescente para la deteccion de acidos biliares (fluorometric
total bile acid assay kit from BioAssay Systems LLC). En este ensayo se uso
glicoguenodesoxicolico como acido biliar, el cual es descompuesto a 3a-
hidroxiesteroide por la enzima 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD, por sus
siglas en inglés). Al igual que en el ensayo para LDH, la coenzima NAD se reduce

a NADH al aceptar electrones de HSD, después se oxida por la enzima DPR y la
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resazurina recibe electrones de esta para convertirse en resorufina y generar una
sefal fluorescente [83,84]. En la Figura 4.17 se muestran las gotas con las
diferentes concentraciones de acido biliar (0, 2.3, 4.7, 9.4, 18.8, 37.5, 75y 150
MM), donde la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la concentraciéon
de acido biliar. Se cuantificé el limite de deteccion y el coeficiente medio de
variacion al analizar las imagenes y se obtuvo 2.1 yM y 4,7%, respectivamente.
El ensayo adaptado a las gotas es similar al ensayo comercial cuando se realizan
en placa de 96 pozos con mayor volumen, ya que el fabricante menciona en el

manual que la saturacién llega a los 150 yM y que el LOD es de 1 pM.
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Figura 4.17. Curva de calibracién del ensayo fluorescente para la deteccion de
acido biliar. (a) Micrografias de las gotas en la serpentina, las cuales tienen
diferentes concentraciones de acido biliar. (b) Micrografias ampliadas de gotas

representativas. (c) Curva de calibracién del ensayo.

Los resultados muestran la capacidad del dispositivo microfluidico basado

en gotas para realizar ensayos multiplexados, automatizados y con un control
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preciso de los reactivos y muestras para formar gotas. También se pueden
realizar ensayos colorimétricos o fluorescentes en las gotas para la deteccion
biomarcadores relacionados con estado de los hepatocitos. Se pueden realizar
mediciones de cuatro diferentes concentraciones de glucosa, LDH y &cido biliar
en un mismo dispositivo, formar las cuatro mezclas con cinco replicas en menos
de 2 minutos en gotas con volumenes de 0.8 nL y gastar una minima cantidad de

reactivos.

4.1.1.4 Monitoreo del dafio hepético en esferoides.

En las secciones anteriores se mostro la capacidad de formar esferoides
de hepatocitos y mantenerlos en cultivo por tres semanas en el dispositivo
microfluidico. Ademas, se probd que en el médulo de deteccidn es posible formar
gotas y mezclar diferentes soluciones en un solo dispositivo, asi como realizar
ensayos para la deteccién de biomarcadores asociados al estado hepatico y
generar las curvas de calibracién para glucosa, LDH y acido biliar. Los siguiente
fue emplear ambos médulos para monitorear un modelo de dafio hepatico en los
esferoides. Primero, se conectan ambos dispositivos por medio de un tubo Tygon
y para mover el medio de la cAmara de cultivo al modulo de andlisis, se inyecta
medio fresco en la entrada del modulo de cultivo para desplazar el medio en la
camara. Para disminuir la dilucion del medio condicionado cuando se transporta
hacia el modulo de andlisis, se conecto entre los dispositivos el tubo tygon vacio.
Se usaron 4 psi (750 nL/min) para inyectar medio fresco a la entrada del
dispositivo de cultivo y mover el medio de la cAmara hacia el tubo conectado a la
salida y transportarlo hacia la entrada del dispositivo de gotas. Se gastaron
aproximadamente 280 nL de volumen para generar 9 gotas con medio
condicionado, incluyendo el volumen que se va hacia los desechos cuando se
limpian los canales. Se realiz6 un experimento para comprobar que, con este
meétodo para transportar el medio de la camara al médulo de analisis, no hay una
dilucion significativa de los primeros microlitros. Para este experimento, se

inyecté Dextran-TRITC (0.5 mg/ml) en la cadmara de cultivo y después se
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transporto la solucion al médulo de analisis, inyectando medio fresco sin Dextran-
TRITC por la entrada del dispositivo de cultivo. Se observa en la Figura 4.18 que
las primeras 30 gotas (primeros 930 nL de la muestra) la dilucion fue inferior al
10%, sin embargo, los valores de intensidad de las siguientes gotas van

disminuyendo debido a la dilucién.

a

Fresh media injection
(750 nL/min)

\ & - -
TRITC dextran-filled ~ culturing device
cell culture chamber

C

First 20 droplets

Droplet of 120 to 150

Intensity (A.U)

Last 20 droplets

0 50 100 150 200 250 300 350
Droplets

Figura 4.18. Evaluacion de la dilucion en la muestra en la camara de cultivo al
inyectar medio fresco. (a) Esquematico del montaje experimental, donde el
dispositivo se llena con TRITC, se conecta al médulo de andlisis y se inyecta
medio fresco. (b) Micrografias de las primeras 20 gotas, de las 20 gotas
centrales de la 120 a la 140 y de las ultimas 20 gotas. (c) Gréfica de intensidad

en las gotas que se van formando hasta la humero 350.

Los siguientes experimentos se realizaron con el sistema microfluidico

para ejecutar ensayos multiplexados detectando tres analitos, ademas de poder
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muestrear y analizar los pequefios volimenes de las camaras de cultivo
microfluidicas. Para estos experimentos, se utilizaron los médulos de analisis
basados en gotas para medir los biomarcadores de dafio y funcién de los
hepatocitos en los modulos de cultivo, al ser expuestos a un estimulo de palmitato
como modelo de dafio hepatico. El palmitato es un acido graso saturado
lipotoxico que a altas concentraciones induce apoptosis en los hepatocitos al
activar el receptor 2 del ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor
de necrosis tumoral (TRAIL-R2 o receptor de muerte 5, DR5) [85].

Para estos experimentos, se sembraron los hepatocitos en los dispositivos
y se mantuvieron con medio CH por tres dias. Después, los esferoides de
hepatocitos se cultivaron en presencia o ausencia de palmitato durante 4 dias y
se analizaron todos los dias conectando los mddulos de cultivo y andlisis. En
modulo de andlisis se realizaron ensayos de forma secuencial mediante la
generacion de gotas con diferentes mezclas. En cada experimento, se analiz6 un
pequefio volumen de medio condicionado proveniente de la cadmara con lo
esferoides de hepatocitos para medir glucosa, LDH y &acidos biliares, ademas, se
incluyeron gotas de control positivo y negativo para cada analito. Para formar las
gotas de control positivo se mezclé una concentracion conocida de cada analito
para evaluar el funcionamiento de los reactivos y para las gotas de control
negativo se empleé PBS para la sustraccion del fondo y la normalizacion. Se
generaron tres gotas para el medio condicionado por las células por cada analito
y al igual tres gotas para cada control (Figura 4.19). Después de generar las 27
gotas, se detuvo el flujo en la serpentina para incubar y permitir que la sefial

Optica se generara en las gotas.
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Figura 4.19. Experimento de dafio hepatico en los esferoides.
Micrografias representativas de esferoides primarios de hepatocitos de rata
formados en los dispositivos tras 3 dias de incubacién con (a) solo medio y (b)
palmitato. Barra de escala: 250 um. (c) Micrografias representativas de los
ensayos de metabolitos basados en gotas para el hepatocito con palmitato, se
muestran las gotas del ensayo colorimétrico de glucosa y de los ensayos

fluorescentes de LDH y &cidos biliares.

Los resultados de los experimentos de monitoreo del dafio celular inducido
por palmitato se muestran en la Figura 4.20. Se puede observar que, en ausencia
de palmitato, no hay diferencia significativa en los niveles de glucosa y de acidos
biliares en los esferoides de hepatocitos. entre las primeras mediciones a las 24

horas y las ultimas a 96 horas. Por otro lado, se observa que la produccién de
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LDH aumenté moderadamente en un 28% entre la primera y la dltima medicion.
Sin embargo, al comparar los esferoides de hepatocitos expuestos a 400 uM de
palmitato, mostraron mayor produccion de LDH, llegando a ser 2 veces mayor a
las 96 horas, en comparacion al primer dia. Por otra parte, también se observo
menor sintesis de acidos biliares, al comparar el primer dia con el ultimo, y la
concentracion de glucosa en el medio también fue mayor en el cuarto dia. El
aumento en los niveles de LDH fue debido al dafio celular por la citotoxicidad del
palmitato. También, la disminucién de la sintesis de &cidos biliares podria
atribuirse a una combinacién de muerte celular hepatica y pérdida de la funcién
hepatica. Los niveles mas altos de glucosa en los cultivos de hepatocitos tratados
con palmitato también podrian atribuirse a la muerte celular y a la disminucion de

la funcién de los hepatocitos, ya que hay menor consumo de glucosa en el dia 4.

En general, los resultados obtenidos muestran que es posible detectar los
cambios en los niveles de concentracion de biomarcadores relacionados con el
estado funcional de esferoides de hepatocitos. Es posible monitorear a lo largo
de los dias y de forma multiplexada, los niveles de hasta tres analitos en muestras
de poco volumen, como las recolectadas de camaras de cultivo microfluidico. Sin
embargo, el sistema microfluidico no es adecuado para analisis de alta resolucién
temporal, ya que una vez que se comienza a inyectar medio para transportar las
muestras, este se va diluyendo. Si se quisiera volver a muestrear, se tendria que
retirar el tubo de conexién entre los médulos para evitar diluir o mezclar la
muestra con el medio dentro del tubo, se tendria que reemplazar por un vacio,
de forma manual, y realizar la nueva conexién en una campana de flujo. Por esta
razon, un dispositivo integrado es adecuado para estudios con mayor resolucion

temporal.
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Figura 4.20. Graficas del monitoreo durante 96 h de los esferoides de
hepatocitos como el modelo de dafio hepético y el control, donde se midieron
cada 24 horas glucosa (a), LDH (b) y acido biliar (c).

4.1.2 Dispositivo integrado para cultivo y anélisis de esferoides

Como se menciond en la seccidn anterior, con un dispositivo integrado se
evita la dilucién de la muestra con el volumen muerto del tubo para conectar
modulos. Ademas, se pueden tener estimulos dinamicos rapidos, ya que todo el
sistema se conecta por microcanales permitiendo un rapido recambio de
soluciones dentro de los dispositivos. Con un dispositivo integrado también se
pueden realizar andlisis temporales con mayor resolucion y con todos los pasos
de muestreo automatizados. Por esta razon, se disefié un sistema microfluidico
con el médulo de cultivo y de analisis basado en gotas integrado en una sola
plataforma. El dispositivo integrado esta formado por tres capas de PDMS, una
capa de control, una de flujo y una de pozos. Al igual que el médulo de cultivo, el
dispositivo tiene dos cilindros de vidrio que funcionan como reservorios para el

medio y se usan para sembrar las células (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Dispositivo integrado para el cultivo y analisis de esferoides. (a)
Fotografia del dispositivo con los canales de flujo y reservorios se llenaron con
colorante azul y las lineas de control con colorante rojo. (b) Esquemaéticos de
una vista lateral con las tres capas, (c) una seccion de la camara con cuatro

micropozos Yy vista lateral con las medidas de las estructuras.

4.1.2.1 Disefo del dispositivo.

El dispositivo integrado es una combinacion entre el modulo de cultivo de
esferoides y el modulo de deteccion basado en gotas (Figura 4.22). Este
dispositivo estd diseflado para permitir la formacion, cultivo y analisis de
esferoides. El disefio cuenta con tres capas, la de control, la de flujo y la de
micropozos. La capa de control posee once lineas de control con microvalvulas,
cuatro son para bloquear o permitir el paso de medio a la cAmara de cultivo. Otras
dos valvulas estan conectadas a la misma linea de control y sirven para aislar la
camara de las entradas y de la serpentina. En la parte inferior se tiene una valvula
gue permite separar la seccion con aceite y para la formacion de gotas, ademas
tiene otra valvula para la salida de desechos. Se cuenta con otras tres valvulas
para controlar la entrada de los reactivos y una ultima valvula para cerrar la salida

de la serpentina. La capa de flujo esta formada por una camara de cultivo con
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dos entradas para inyectar células, esta camara de cultivo es igual y tiene las
mismas dimensiones que la camara disefiada en el modulo de cultivo de
esferoides (seccion 3.1.1.1). En la parte superior se tiene una red de canales con
cuatro entradas para inyectar los medios con diferentes hormonas. En la parte
inferior, se tiene otra red de canales que se ramifican hacia tres partes: a una
salida de desechos, a las tres entradas de los reactivos y a la serpentina.
Finalmente, se cuenta con la serpentina con su respectiva entrada y salida para
inyectar el aceite, el cual solo entra a este canal. La red de canales superiores,
inferiores y la serpentina tiene un ancho de 250 um. La capa de pozos es usada
para formar los esferoides y es igual a la del médulo de cultivo con un arreglo de

12 x 12 pozos y cada pozo tiene un diametro de 350 pm.

Entrada medio/tratamiento

LA B

S0AN RN

Desechos mjp ﬂ

Figura 4.22. Disefo del dispositivo integrado para la formacion, cultivo y analisis

de esferoides. En azul se muestra la capa de flujo y en rojo las microvalvulas.

Para fabricar el dispositivo integrado, se generaron tres fotomascaras
(Figura 4.23), una para la capa de control y dos para la capa de flujo. Debido a
gue las dimensiones de la camara de cultivo y la capa de pozos es igual al disefio

del médulo de cultivo de esferoides, se usé6 la misma mascara para la capa de
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pozos. Las mascaras para la capa de control, la camara de cultivo y la serpentina
tiene las estructuras transparentes. La mascara restante de la capa de flujo tiene
las estructuras oscuras, ya que esta tiene la red de canales para fabricarse con

la resina positiva.

Figura 4.23. Disefio de las fotomascaras para fabricar el dispositivo integrado.

4.1.2.2 Comparacion de pozos con diferente profundidad.

En general, las dimensiones y las estructuras del dispositivo integrado son
simulares al médulo de cultivo. Por ejemplo, la capa de flujo tiene una camara de
cultivo de 100 um de altura y la capa de pozos contiene un arreglo de 144
micropozos con diametro de 350 um. A pesar de que en el médulo de cultivo se
formaron correctamente esferoides de hepatocitos, se mantuvieron en cultivo por
tres semanas y fueron funcionales, se quiso analizar si la profundidad de los
micropozos afectaba la funcién de los hepatocitos. Para este andlisis, se
fabricaron otras dos capas de pozos, donde en una capa los micropozos tenian
una profundidad de 150 um y otra capa con 225 um. Estos experimentos
surgieron porque se ha demostrado que el cultivo de hepatocitos (monocapa)
confinados en camaras de bajo volumen (1 uL) extienden el tiempo de vida y la
funcionalidad de las células, en comparacién con cultivos estandar [46].
Anteriormente, los micropozos tenian una profundidad de 500 pum (0.04 uL) para

un volumen total con todos los pozos de 5.76 pL. Para los siguientes
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experimentos se buscé disminuir el volumen, siendo 0.02 uL (2.88 uL en total)
con los pozos de 225 um y 0.01 pL para un total de 1.44 pL con los pozos de 150
um. La metodologia para sembrar las células fue la misma en todos los
experimentos, se inyectd el mismo volumen y concentracion de células a todos
los dispositivos. Al analizar las imagenes tomadas con el microscopio 6ptico, el
diametro de los esferoides es similar (aproximadamente 163 pm) en los
micropozos con diferente profundidad (Figura 4.24). Sin embargo, al determinar
la cantidad de células en los esferoides formados en los diferentes micropozos
se observa que el numero de células por esferoide aumenta dependiendo de la
profundidad. Para pozos con profundidad de 500 um los esferoides tienen 2900
células, en los de 225 um hay 1800 células y los esferoides en pozos de 150 um
tienen 630 células. Estos resultados, sugieren que los esferoides no tienen la
misma altura en los diferentes tipos de pozo, por lo que para poder determinar la
altura y forma de los esferoides es necesario tomar micrografias con un

microscopio confocal.
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Figura 4.24. Micrografias de los esferoides de hepatocitos formados en pozos
de 150 (a), 225 (b) y 500 (c) um de profundidad. (d) Grafica de los didmetros de
los esferoides formados en los diferentes pozos.

Durante el cultivo de los esferoides, se cambi6 el medio cada 24 horas en
los dispositivos con micropozos de 150 y 225 um, ademas se monitorearon
tomando micrografias. En la figura 4.25 se muestran las micrografias de
esferoides formados en los micropozos con profundidad de 150 um. En estos
micropozos, gran parte de los esferoides se adhirieron a la superficie al dia 9,
incluso se observa en la Figura 4.25 que un esferoide se adhirio desde el dia 3.
También se destaca que después de adherirse, se fusiona con esferoides
contiguos para después volver a adquirir una estructura 3D y formar esferoides

grandes y no uniformes, como se observa en el dia 15 y 21. Se tomaron
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micrografias representativas en contraste de fase de los esferoides adhiriéndose
y fusionandose en los pozos de 150 um (Figura 4.26).
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Figura 4.25. Micrografias de los esferoides de hepatocitos formados y

cultivados por 21 dias en los micropozos de 150 um de profundidad.
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Figura 4.26. Micrografias tomadas en contraste de fase de los esferoides de

hepatocitos fusiondndose al dia 9 en los pozos de 150 um de profundidad.

Al igual que los dispositivos con pozos de 150 pm, también se adquirieron
micrografias a lo largo de 21 dias de los esferoides formados en los micropozos
de 225 um (Figura 4.27). Se observa que a partir del dia 15, algunos esferoides
se empiezan a adherir a la superficie y después también se fusionan. Sin
embargo, en comparacién con los pozos de 150 um, los esferoides formados en
los pozos de 225 pm duran mas tiempo uniformes, sin adherirse y fusionarse. Por
otra parte, los esferoides en pozos de 500 um no se observaron que se fusionaran
durante los 21 dias en cultivo, aunque algunos si se adhirieron a la pared de los
pozos (ver Figura 4.7). Es probable que tarden mas en fusionarse los esferoides
en pozos mas profundos debido a la distancia que deben recorrer entre los pozos.
Por otra parte, posiblemente los esferoides se estén adhiriendo en la superficie

del PDMS porque se fue perdiendo el tratamiento con plurénico. También puede
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ser que se estén desdiferenciando, lo cual es comun cuando se cultivan de forma
estandar en monocapa, ya que a las 72 horas pierden sus caracteristicas
fenotipicas distintivas. Sin embargo, para poder concluir esto, es necesario
realizar estudios mas profundos como analisis de la actividad del complejo
enzimatico citocromo P 450 (CYP450), realizar mediciones de albumina y urea
secretada, etc.
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Figura 4.27. Micrografias de los esferoides de hepatocitos formados y
cultivados por 21 dias en los micropozos de 225 um de profundidad.
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En estos experimentos solo se analizo la secrecion de albumina como
marcador de funcionalidad. En la figura 4.28 se muestran los resultados de la
secrecion de albumina de los esferoides en los pozos con profundidad de 150 y
225 pm y en la figura 4.8 se mostraron los resultados para los esferoides en los
pozos de 500 um. A pesar de que en los pozos de menor profundidad los
hepatocitos secretaron mas albumina entre los dias 9 y 15, la secrecion fue mas
uniforme a lo largo del tiempo en los pozos con profundidad de 225 pm y fue
mayor en comparacion con los pozos de 500 pm. Por esta razén se decidié
realizar los siguientes experimentos usando los dispositivos con pozos de 225
um de profundidad. Ademas, también se emplearon los pozos de 225 um porque

se pueden mantener por mas tiempo esferoides uniformes dentro de los

MiCropozos.
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Figura 4.28. Graficas con los resultados de la secrecion de albumina por los
esferoides de hepatocitos sembrados en el dispositivo con pozos de 150 (a) y
225 (b) um de profundidad.

4.1.2.3 Caracterizacion del dispositivo integrado

En los siguientes experimentos se analizo el tiempo en el que se tarda
recambiar las soluciones dentro de las camaras de cultivo usando los dispositivos

con pozos de 225 um. Para este experimento, primero se inyectd el colorante
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azul por 30 minutos y después el colorante amarillo otros 30 minutos, se
realizaron dos ciclos por colorante para un total de 2 horas. Como se muestra
en la Figura 4.29, el recambio de las soluciones es rapido, alcanzando una
meseta desde que se perfunde la nueva solucion en 4.5 minutos. Estos
resultados nos indican que es posible realizar diferentes estimulos dinamicos
dentro de la cdmara de cultivo. Para los siguientes experimentos se fijé un tiempo

de estimulo o lavado de la cAmara de 5 minutos.
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Figura 4.29. Experimento de recambio de las soluciones en la camara de
cultivo. (a) Grafica de la intensidad de color azul y amarillo al inyectar los
colorantes de forma ciclada. (b) Micrografias representativas del cambio de las

soluciones en los pozos.

Después de determinar el tiempo de recambio de soluciones en la camara
de cultivo, se caracterizd el ensayo de glucosa en la zona de analisis usando
gotas. Se realiz6 la curva de calibracién para la deteccién de diferentes
concentraciones de glucosa (0, 0.2,0.4,0.8,1.6, 3.1, 6.3y 12.5 mM). En la Figura
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4.30 se esquematizan las entradas usadas para inyectar los reactivos durante
estos experimentos.

Glucosa

Figura 4.30. Esquema donde se muestra la configuracion de las entradas del

dispositivo integrado para realizar las curvas de calibracién.

Debido a que el dispositivo tiene solo tres entradas para perfundir soluciones,
primero se inyectaron las tres concentraciones altas, después las medias y al
final las tres concentraciones mas bajas.. Después de mezclar las muestras de
glucosa con los reactivos, las gotas formadas se incubaron en la serpentina
durante 15 minutos para la obtencién del color. Como se observa en la Figura
4.31, las gotas presentan un color magenta y la sefial es proporcional a la
concentracion de glucosa. El limite de deteccién calculado para el ensayo fue de

1.4 uM con un rango lineal hasta los 12.5 mM.
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Figura 4.31. Curva de calibracion del ensayo colorimétrico para la deteccion de
glucosa en el dispositivo integrado. (a) Micrografias de las gotas en la
serpentina, las cuales tienen diferentes concentraciones de glucosa. (b)
Micrografias ampliadas de gotas representativas. (c) Curva de calibracion para

el ensayo de glucosa.

4.1.2.4 Estimulacion dinamica con insulina/glucagén

Para demostrar la utilidad del dispositivo integrado con el médulo de
cultivo y de andlisis basado en gotas, se realizaron experimentos para monitorear
la respuesta de los esferoides de hepatocitos en condiciones de estimulacién
dindmica. En estos experimentos se uso insulina y glucagén para estimular a los
hepatocitos y medir los cambios de concentracién de glucosa en el medio. La
insulina es una hormona sintetizada y secretada por las células beta en los islotes
de Langerhans del pancreas [86]. La funcion de la insulina es permitir la
incorporacion de la glucosa en la sangra a las células. En el higado, la insulina
incrementa la sintesis de glucdégeno, por lo que consumen mas glucosa y ademas

suprime la gluconeogénesis hepatica [24]. Por otra parte, de manera fisiologica
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cuando los niveles de glucosa en sangre son bajos, las células alfa del pancreas
producen la hormona glucagon [87]. Esta hormona estimula la produccion de
glucosa hepética, al promover la degradacion de glucégeno en glucosa y activar
la gluconeogénesis en los hepatocitos [44]. Se han realizado estudios de
estimulacién dinamica con estas hormonas para medir los cambios en glucosa
en el higado[88]. Ahora, usando el dispositivo integrado se realizé la estimulacion
dindmica con hormonas en los esferoides de hepatocitos para mimetizar el
ambiente fisiologico. Para los experimentos se expusieron a los esferoides de
hepatocitos con medio suplementado ya sea con insulina o glucagén, se
alternaron los estimulos con intervalos de 25 minutos durante un total de 200
minutos o 240 minutos, considerando los tiempos de recambio de los estimulos.
Cabe mencionar que el tiempo de recambio de cada medio se configuré a 5

minutos y el tiempo de incubacion se determiné experimentalmente a 25 minutos.

El consumo de glucosa de los hepatocitos aumenté en presencia de
insulina y disminuy6 en presencia de glucagéon. Ya que como se observa en la
Figura 4.32, los niveles de glucosa en el medio condicionado por las células
cuando se incubaron con insulina fueron menor y aumenté glucosa con glucagon.
Sin embargo, después de dos ciclos, los niveles de glucosa en el medio
disminuyeron, tanto al incubar con insulina o con glucagén. Para concluir por qué
disminuye la concentracion de glucosa, es necesario realizar algunos controles,
ya que se puede deber a diferentes razones. Una razén puede ser la disminucion
de la actividad de las enzimas en las soluciones para la deteccién de glucosa a
partir de las dos horas de su preparacion. Para concluir esto, se debe realizar un
control donde se perfunda medio, intercambiando alta y baja concentracion de
glucosa durante los 240 minutos. Otra posible razén son problemas con la
estabilidad de las gotas, en los experimentos se usé un aceite perfluorado, HFE
7500, con 1% de surfactante. El aceite HEF 7500 es recomendado en
microfluidica basada en gotas para aplicaciones como el encapsulamiento de
células, junto con 1 a 3% de surfactante [89]. Por lo que otro posible control, es

aumentar la concentracion de surfactante, especialmente porque los hepatocitos
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secretan moléculas anfipaticas, las cuales pueden encontrarse en una
concentracion alta, ya que la dilucion es minima al estar la camara conectada con
el modulo de gotas directamente. Por otra parte, antes de realizar los
experimentos, los dispositivos se mantienen en la incubadora por tres dias para
permitir la formacion de los esteroides y durante este tiempo las valvulas estan
desconectadas. Esto provoca que el medio de cultivo entre a todos los canales,
incluyendo la serpentina donde se almacenan las gotas. A pesar de que antes
del experimento se seca el canal y se trata con Aquapel, es posible que la
superficie no sea completamente hidrofébica, por lo que un control que se tendria
gue realizar es mantener los dispositivos en la incubadora, conectando la valvula
gue separa las dos secciones para evitar que se mojen los canales donde se
forman y almacenan las gotas. Sin embargo, durante los primeros dos ciclos se
obtuvieron los resultados esperados y esto sugiere que puede ser posible usar la
plataforma microfluidica desarrollada para imitar entornos fisiol6gicos del higado

y para monitorizar la dindmica metabdlica.

65I_]Insulir'l perfusion [ _|Glucagon perfusion

Intensity (A.U)
n [#3]
¢ 9

n
=
1

45 1 1 1] 1 ] 1 |
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Time (min)

Figura 4.32. Grafica del monitoreo de los cambios de sefial en ensayo de
glucosa cuando los esferoides de hepatocitos fueron perfundidos de forma

ciclica con insulina y glucagon.
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4.2 Sistema microfluidico para el analisis de células

individuales

El sistema microfluidico para el analisis de células individuales tiene la
capacidad de capturar células para aislarlas junto con microperlas, las cuales
estan funcionalizadas con anticuerpos para realizar inmunoensayos y detectar
proteinas secretadas por las células (Figura 4.33a). Con la finalidad de llegar a
poder analizar la heterogeneidad de las células que forman los esferoides de
hepatocitos y determinar si mimetizan la zonacion hepatica. En esta seccion, se
caracteriz6 la plataforma microfluidica y se realizaron ensayos de concepto con
monocitos aislados de sangre periférica. Se usaron monocitos porque son células
primarias de facil disponibilidad, y en un futuro, el objetivo es usar células
primarias (hepatocitos) para analizar la heterogeneidad secretora debida a

gradientes de oxigeno.

4.2.1 Caracteristicas del dispositivo.

El dispositivo microfluidico para el andlisis de células individuales emplea
trampas hidrodinamicas y valvulas neumadticas. Las trampas hidrodinamicas
microfluidicas permiten la manipulacién y captura de particulas o células en areas
especificas con tan solo la accion del flujo fluido [90]. Por otro lado, con las
microvalvulas neumaticas se pueden automatizar ensayos, controlar el flujo de
las soluciones dentro de los dispositivos y formar compartimentos aislados para
ensayos en paralelo[91,92]. Por lo tanto, el dispositivo desarrollado integra las
dos técnicas para aprovechar sus ventajas, ya que usa las trampas
hidrodindAmicas para capturar microperlas/células y valvulas neuméticas para
aislar las camaras y controlar el flujo de las soluciones/suspensiones. El
dispositivo es multicapa, ya que cuenta con capa de control con las microvalvulas
y una capa de flujo con los microcanales y las trampas. En la Figura 4.33b, se

observa una fotografia del dispositivo con los canales de control llenos de
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colorante rojo, mientras que los canales de flujo de colorante azul. El dispositivo
tiene grupos con tres canales paralelos conectados por medio de canales
estrechos, los cuales estan localizados junto a las trampas en los bordes del
canal central (Figura 4.33ay c). Para poder capturar selectivamente las células y
las perlas en las trampas del lado deseado, se emplean las tres valvulas sobre
los tres canales de flujo. Por ejemplo, al activar las dos valvulas de los canales
laterales (Figura 4.33d), las células, perlas y soluciones solo pasan por el canal
central. Sin embargo, cuando se desactiva una valvula sobre algun canal lateral,
las soluciones pasan por el canal lateral abierto y por el canal central (Figura
4.33e). En esta condicion, células o las perlas no pasan hacia el canal lateral
debido a que el canal estrecho que conecta los canales es de 3 pm, funcionando

como un filtro para que solo pasen las soluciones o particulas de menor tamafio.

o g
i

Figura 4.33. Dispositivo microfluidico para el analisis de células individuales. (a)
Esquematico de una célula y una microperla funcionalizada con anticuerpos son
capturadas y aisladas en una microcamara. (b) Fotografia del dispositivo con
los canales de flujo llenos con colorante azul y las lineas de control con rojo. (c)
Micrografia representativa con tres camaras con células y perlas inmovilizadas.
Barras de escala=150y 20 um. (d) Canales laterales blogqueados al activar las
valvulas. (e) Canal central y canal lateral abiertos para capturar células.

120



4.2.2 Disefio del dispositivo.

El sistema microfluidico para el andlisis de células individuales esta
disefiado para la captura de células individuales y de microperlas, las cuales
seran usadas para la deteccion de proteinas. El disefio cuenta con microcanales
con trampas hidrodindmicas, ademas tiene microvalvulas para el control del flujo
y para el aislamiento de las células (Figura 3.34). El dispositivo consta de una
capa de control con las microvalvulas y una capa de flujo con los microcanales y
las trampas hidrodinamicas. En la capa de flujo hay dos entradas para células y
microperlas, las cuales cuentan con filtros para evitar agregados de células y
microperlas en los canales. Ademas, tiene tres entradas para inyectar medio,
buffer y anticuerpos de deteccién, asi como una salida para la purga de las
soluciones y suspensiones. El dispositivo microfluidico esta dividido en seis
secciones y cada una tiene una entrada independiente para introducir estimulos
diferentes. Ademas, cada una de las seis secciones se ramifica en ocho canales
centrales con 21 trampas hidrodindmicas de cada lado del canal para capturar
células de un lado y perlas del otro (para un total de 1008 pares de trampas).
Cada trampa esta conectada a un canal lateral por medio de un canal estrecho
de 3x3 um. Los canales estrechos ayudan a capturar células y microperlas en las
trampas y que no pasen a los canales laterales. Al final de cada canal central hay
una serpentina para aumentar la resistencia hidrodinamica de los canales

centrales y en cada seccion los canales centrales se bifurcan en dos salidas.

El dispositivo tiene un total de 23 lineas de control con microvalvulas para
aislar y evitar la contaminacién cruzada de las microcamaras, para controlar el
flujo fluido y seleccionar la solucion que se desea inyectar. Seis lineas de control
tienen microvalvulas que estan sobre las entradas de soluciones, células y perlas.
Otras seis valvulas sirven para bloguear o permitir el paso de soluciones a cada
seccion del dispositivo, ademas cada seccion tiene una valvula para controlar la
entrada de los estimulos. También hay una valvula para bloquear las salidas y

otra para controlar el paso de soluciones a un canal lateral. Finalmente, el

121



dispositivo cuenta con tres lineas de control estratégicas, dos para bloquear o
abrir los canales laterales y controlar hacia donde se dirigen las células o perlas

y otra sobre el canal central para aislar las cAmaras.
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Figura 3.34. (a) Diseiio del dispositivo completo mostrando los canales de la
capa de control (azul) y la capa de flujo con los canales fabricados con resina
positiva (rojo) y con resina negativa (amarillo). (b) Acercamiento de una de las

seis secciones del dispositivo formado por los tres canales paralelos
ramificados en ocho partes. (c) Area del disefio donde se muestran los tres

canales paralelos con trampas y el canal estrecho (verde).
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4.2.3 Caracterizacion de la ocupacion de las trampas.

Se caracterizd la ocupacién de las trampas usando diferentes flujos
volumétricos, donde la ocupacion se define como el porcentaje de trampas que
fueron ocupadas por células o microperlas. Primero, se determiné
experimentalmente el flujo volumétrico a través de cada seccion del dispositivo.
Para estos experimentos se inyectaron colorantes por la entrada de medio
usando diferentes presiones (0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3 psi) y me midio el volumen
desplazado en el tubo conectado a la salida después de cada minuto. Se observé
una dependencia lineal entre las presiones aplicadas y los flujos volumétricos que
iban de 0 a 3 yL/min (Figura 4.35a). En los siguientes experimentos se cuantifico
el porcentaje de trampas ocupadas por las células a lo largo del tiempo usando
tres flujos volumétricos: alto (2 pL/min), moderado (1 pL/min) y bajo (0.5 pL/min).
En estos experimentos se usd una linea celular derivada de humanos de
leucemia linfoblastica aguda pre-B (NALM-6), las cuales son células pequefias y
redondas con 10 ym de diametro en suspensién [93]. Con las tres condiciones
se alcanza una meseta rapidamente y a los 10 minutos ya se ocup6 el maximo
de las trampas (Figura 4.35b). Ademas, se obtuvieron ocupaciones de 93.8%,
82.5% Yy 73.2% para los flujos volumétricos de 0,5, 1 y 2 uL/min, respectivamente.
A pesar de que el porcentaje de trampas ocupadas es mayor al usar 2 yL/min,
en los siguientes experimentos se usé 1 pL/min, ya que se observd que, con el
caudal mas alto, algunas células se deformaron y parte de ellas entraron al canal
estrecho. Los resultados coinciden con otros estudios en los que han informado
que un flujo moderado es el ideal para capturar células individuales en trampas
hidrodindmicas, ya que flujos mayores conllevan a la deformacion de las células
[94,95]. También se evalud la ocupacion de las trampas por las perlas cuando ya
se habian capturado las células primero. Al igual que con las células, para
inyectar las perlas se usaron los tres flujos volumétricos (0.5, 1, 2 uL/min) durante
un maximo de 25 s. Las microperlas se capturaron en menos de 25 s, alcanzando
el 93.2% usando 2 pL/min, 88% para 1 yL/min y al 80% para 0.5 pyL/min (Figura
4.35c).
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Figura 4.35. Caracterizacion de la ocupacion de las trampas con células
o perlas. a) Grafica de presién contra flujo volumétrico en el dispositivo. (a)
Caracterizacion del atrapamiento de células individuales. b) Caracterizacion de

la captura de perlas.

Debido a la rigidez de las perlas, estas no bloquean completamente al
canal estrecho, por los que el fluido puede seguir pasando, lo que hace que en
algunas trampas se capturen mas de una microperla. Por lo tanto, se cuantifico
el numero de perlas por trampa para cada condicion y tiempo (Figura 4.36a, b,
c). Se observo que el aumento del tiempo de captura y del flujo volumétrico
provoca un mayor numero de perlas capturadas por trampa, llegando a
capturarse en su mayoria 4 y 5 perlas por trampa a los 25 s con 1 y 2 yL/min.
Usando los datos de los experimentos anteriores, se cuantificdé el nimero de
trampas ocupadas por una célula con 1, 2 o hasta 3 perlas atrapadas para los
diferentes flujos volumétricos y tiempos de atrapamiento (Figura 4.36d y e). La
mayor ocupacién de células y perlas para los tres caudales fue de 42 % con 0.5
ML/min durante 10 s, 45 % con 1 pL/min durante 20 s y 56 % con 2 pyL/min durante
3 s. Con este dispositivo microfluidico se obtienen mayores emparejamientos de
células/perlas en comparacioén con otros sistemas como la captura en gotas o
microcamaras, ya que en esos sistemas se obtiene 19-27% y 37%,

respectivamente [59-61]. Incluso podria ser que la ocupacion del dispositivo sea
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mayor al 56 % si se cuantifican las trampas con mas perlas, sin embargo, es
necesario realizar experimentos para determinar si la sensibilidad disminuye al
tener més perlas. Se ha reportado, mediante un modelo numérico, que no hay
diferencia significativa en la unién de citocinas a las perlas cuando hay una, dos
o tres perlas aisladas en las camaras [61]. Por esta razdn, se cuantificaron las

trampas con hasta tres perlas y se usaron estos parametros en los siguientes
experimentos.
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Figura 4.36. Graficos del aumento del porcentaje de trampas ocupadas

por perlas para tres flujos volumétricos: 0.5 (a), 1 (b) y 2 (c) uL/min. (d)
Porcentaje de camaras ocupadas con una sola célula y una, dos o tres perlas
para los tres caudales: 2 uL/min (rojo), 1 uL/min (azul), o 0.5 uL/min (verde). e)

Micrografias representativas de una célula con una, dos y tres perlas.
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4.2.4 Curva de calibracién contra IL-8 usando las perlas

Se han desarrollado otros sistemas microfluidicos como las gotas [59,60],
los micropozos [96] o camaras aisladas [61] para medir proteinas secretadas por
células individuales, pero no permiten cambiar el medio después de aislar a las
células. Una de las ventajas del dispositivo para el andlisis de células individuales
con trampas y vélvulas es que se puede recambiar la solucion después de
capturar células/perlas y aislar las camaras. Esta ventaja permite, por ejemplo,
inyectar los anticuerpos de deteccion después de incubar las proteinas durante
las curvas de calibracion. Para realizar esto, se perfunde la solucidon nueva a
través de uno de los canales laterales, luego, se activan las valvulas y se deja
que se difundan desde el canal lateral hacia las microcAmaras a través del canal
estrecho (Figura 4.37). Debido a que las perlas pueden bloquear las trampas y
aumentar el tiempo de difusion, se caracterizé el proceso de difusién cuando se
atrapan 1, 2 o 3 perlas. Como se muestra en la Figura 4.38a, las perlas no afectan

la difusion entre el canal lateral y las cAmaras.

Figura 4.37. Esquema del protocolo para el recambio de soluciones dentro de
las microcamaras.1) Primero se capturan y aislan las perlas. 2) Se inyecta la
solucion por el canal lateral conectado a las trampas para las perlas. 3) Se
cierran las valvulas del canal lateral. 4) Se vuelve a perfundir la solucién y se

repite el proceso.
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Después, se realizaron inmunoensayos fluorescentes tipo sandwich en las
perlas aisladas en las microcAmaras. Las curvas de calibracién se realizaron
contra interleucina 8 (IL-8), la cual es una citocina proinflamatoria secretada
principalmente por monocitos y macréfagos [97]. Para estos experimentos, se
capturaron microperlas modificadas con anti-IL-8 en las trampas. Enseguida, se
inyectaron por el canal central concentraciones conocidas de IL-8 recombinante
que iban entre 0 y 12,5 ng/mL y se incubd durante 1.5 h. Después, usando los
canales laterales, se perfundieron los anticuerpos de deteccion marcados con
ficoeritrina y se empled el protocolo descrito para que difundiesen a las camaras.
Como se observa en la Figura 4.38b y c, las intensidades de la fluorescencia son
proporcionales a la concentracion de proteina con coeficientes de determinacién
de R?=0.91, R?=0.95 y R?=0.95 para cada nimero de perlas por camaray el LOD
fue de 9 pg/mL.
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Figura 4.38. Caracterizacion del intercambio de soluciones y curva de
calibracion. (a) Grafica donde se muestran cuando se llenan las camaras con
FITC después de reemplazar el medio en la camara usando multiples ciclos de
inyeccién y cuando se capturan diferente nimero de perlas por trampa. (b)
Curva de calibracion de IL-8 para diferentes nimeros de perlas por
microcamara. (c) Micrografias representativas de perlas en las camaras

diferentes concentraciones de IL-8.
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4.2.5 Deteccidn de citocinas secretadas por células individuales

Se realizaron ensayos de secrecion de IL-8 en monocitos aislados de
sangre periférica y tratados con diferentes concentraciones de lipopolisacarido
(LPS). La endotoxina LPS es un componente de la pared celular de las bacterias
gran negativas. El LPS es un potente activador de células como monocitos y
macréfagos provocando una respuesta inflamatoria y desencadenado la
secrecion de citocinas/quimiocinas proinflamatorias [98]. Por otra parte, IL-8 es
una quimiocina proinflamatoria quimo-atrayente de neutréfilos y es secretada
mayormente por macréfagos y monocitos [99,100]. Por lo tanto, para probar la
capacidad del dispositivo para analizar células individuales se us6 este modelo
de inflamacion/activacién de monocitos para medir la secrecién de IL-8. Primero,
se analizo la respuesta secretora de monocitos individuales capturandolos en las
trampas, en tres secciones del dispositivo se cultivaron con medio mas LPS y en
las otras tres secciones se usaron como control, células sin el estimulo. Una vez
capturadas las células y las perlas, se inyecto por el canal lateral los anticuerpos
de deteccion y medio con o sin estimulo. La metodologia de cdmo se realizaron
estos experimentos se esquematiza en la Figura 4.39 Al realizar un andlisis
estadistico con la prueba Mann-Whitney, se determiné que hay diferencia
significativa en secrecién entre los dos grupos (p=0.0005). Se observa que en los
dos grupos hay células que secretaron alta cantidad de IL-8, sin embargo, hay

mayor cantidad de células secretoras en el grupo estimulado (Figura 4.40a).
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Figura 4.39. Procedimiento para realizar los experimentos de analisis de
citocinas secretadas por células individuales. 1) Se inyectan las células y se
capturan, 2) se abre la valvula para la captura de perlas, 3) Se lavan los
canales, 4) Se inyectan los anticuerpos de deteccion y los estimulos usando el
canal lateral, 5) Se incuba por 24 horas, 6) Se toman micrografias al terminar el

ensayo.

Después, para aprovechar la ventaja del dispositivo de poder analizar 6
condiciones en paralelo, se evalud la respuesta secretora de los monocitos bajo
cuatro concentraciones diferentes de LPS (12.5, 25, 50 y 100 pug/mL). Las otras
dos secciones se usaron para los controles, uno donde se capturaron las células
y perlas, pero no se estimularon con LPS y otra seccion donde solo se capturaron
las perlas para obtener su sefial basal. A todas las secciones se les inyectaron

los anticuerpos de deteccién por el canal lateral. En la figura 4.40b se observa
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una secrecion heterogénea, ademas en todas las condiciones donde habia
células (incluyendo el control sin estimulo) hay diferencia significativa contra el
control (sin células). Sin embargo, entre el control con células sin estimulo y
células estimuladas, solo hubo diferencia significativa con el grupo estimulado
con los 100 pg/mL. Se ha reportado que cuando una poblacion de células
(macréfagos derivados de monocitos) se encuentran en poblacion y al ser
estimuladas con LPS, el promedio de secrecién de citocinas (incluyendo IL-8) es
mayor que el promedio de secrecion cuando se aislan y se mide su secrecion
[101]. Se reporta que esta diferencia se puede deber a la comunicacién paracrina,
ya que una célula con alto nivel secretor puede inducir a que las células vecinas
también secreten altas cantidades de citocinas y al aislar a las células esta
comunicacion se pierde. Se emple6é la misma metodologia para medir la
secrecion de citocinas en células capturadas con el dispositivo. Para estos
experimentos, se evalué la comunicacion paracrina estimulando primero las
células en una caja Petri durante 4 horas. Se inyectaron esas células a dos
secciones del dispositivo, en las otras secciones del dispositivo también se
capturaron células no estimuladas y se aislaron (sin comunicacion paracrina).
Después, se inyectaron los anticuerpos de deteccion en todas las secciones y en
cuatro secciones se inyectd el estimulo para tener el grupo estimulado con
comunicacién paracrina, el grupo estimulado sin comunicacion y un tercer grupo
sin estimulo (Figura 4.40c). Se obtuvieron resultados similares a los ya
reportados, donde hay mayor secrecion en las células estimuladas previamente
en poblacién, aunque sigue existiendo heterogeneidad de secrecion en los tres
grupos, habiendo células que secretan alta cantidad, moderada, baja o nula. Con
estos resultados se comprob6 que es posible usar el dispositivo para el andlisis

de células individuales para medir secrecion de proteinas.
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Figura 4.40. Resultados de la secrecion de IL-8 por monocitos en el dispositivo
con trampas, (a) cuando se tiene dos grupos (control y estimulados con LPS) y
(b) bajo diferentes concentraciones de estimulo. (e) Evaluacion de la
comunicacién paracrina, al estimular primero las células en poblacion en una

placa y solo en el dispositivo.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollaron sistemas microfluidicos para medir
biomarcadores de esferoides de hepatocitos y para analizar células individuales.
La primera plataforma microfluidica se conforma por un médulo para formar y
cultivar esferoides de hepatocitos de rata primarios y un moédulo para medir los
biomarcadores, el cual es un dispositivo microfluidico basado en gotas. En este
sistema fue factible la incorporacion de ensayos bioquimicos colorimétricos
enzimaticos para la deteccion de glucosa, analito de interés en el metabolismo
hepatico de los carbohidratos. También se realizaron ensayos fluorescentes
enzimaticos para la deteccion de biomarcadores de funcion hepéatica (acidos
biliares) y de citotoxicidad (lactato deshidrogenasa). Usando los dos mddulos se
logré monitorear hasta por 96 horas a los esferoides de hepatocitos expuestos a
un tratamiento con palmitato. Con el sistema microfluidico fue posible observar
los efectos toxicos del palmitato al medir los cambios de concentracion de los
biomarcadores, ya que se observé una disminucién del consumo de glucosa y de
produccién de acidos biliares, pero incrementd la secrecion de lactato

deshidrogenasa en lo esferoides tratados.

Por otra parte, se consigui6 fabricar un dispositivo microfluidico integrado
con el modulo de formacion y cultivo de esferoides de hepatocitos primarios y el
mddulo de analisis basado en gotas. Se evaluo la funcionalidad de los esferoides
de hepatocitos primarios de rata midiendo albumina durante las tres semanas
gue se mantuvieron en los dispositivos con pozos de diferente altura. Los
hepatocitos fueron funcionales durante el periodo de cultivo en todos los
dispositivos, sin embargo, se observé que los pozos de 150 um de altura duran
menos dias con su forma tridimensional. El area de analisis en el dispositivo
microfluidico también se basé en la formacion de gotas y se incorpor6 en ellas
un ensayo colorimétrico enzimatico para medir glucosa. El sistema permitio medir

los cambios de concentracion de glucosa en medio condicionado por los
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esferoides de hepatocitos que recibieron estimulos dinamicos con insulina y
glucagon. Con estos experimentos se mostro la utilidad del sistema para simular

estados fisiologicos.

Por otra parte, el sistema microfluidico para analisis de células
individuales es capaz de capturar de forma controlada células individuales. Las
microvalvulas incorporadas al dispositivo logran controlar el flujo fluido dentro del
dispositivo para selectivamente atrapar las células o las perlas en las trampas
correspondientes, ademas permiten aislar completamente a las microcamaras.
Se capturaron microperlas funcionalizadas con anticuerpos para la deteccién de
proteinas y se logrd realizar inmunoensayos en ellas con suficientemente
sensibles para medir las citocinas secretadas por células individuales. Ademas,
el disefio del dispositivo permite realizar recambios de medio dentro de las
camaras aisladas con células y perlas, lo cual puede ser favorable para ensayos

de larga duracion.
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6. PERSPECTIVAS

Los sistemas microfluidicos descritos en este trabajo tienen la capacidad
de recapitular in vitro y de forma mas cercana la microestructura del higado,
ademas permiten el monitoreo de biomarcadores hepaticos. Estas caracteristicas
le dan el potencial para emplearse en areas como ingenieria de tejidos para el
desarrollo y validacion de modelos de enfermedades hepaticas o para
investigaciones en el desarrollo de farmacos y asi evaluar su hepatotoxicidad con
modelos de higado in vitro. Sin embargo, una perspectiva seria evaluar si también
con este sistema de cultivo se mimetiza la zonacion hepatica y para evaluarlo se
puede emplear el dispositivo para analisis de células individuales. En este caso,
es posible recuperar los esferoides dentro del dispositivo, disgregarlos e
introducir las células al dispositivo para capturarlas y analizarlas. Se pueden
realizar andlisis para clasificar y determinar si existen grupos de células que
tienen diferentes caracteristicas secretoras. Ademas, es necesario incluir
pruebas de viabilidad al terminar los ensayos, inyectando por el canal lateral
homodimero de etidio y calceina, para discernir entre células muertas y células
con bajo perfil secretor de algun metabolito. También se deben incorporar al
dispositivo ensayos relacionados con la funcién hepatica, por ejemplo, ensayos
para cuantificar la secrecion de albumina, LDH, ALT, &cidos biliares usando

perlas funcionalizadas o ensayos enziméticos para medir glucosa.

Para poder realizar estos estudios también se deben implementar ensayos
en el dispositivo para medir glucosa, acidos biliares o albumina. Ademas, hace
falta realizar un analisis detallado de la viabilidad de las células después de los
ensayos para discernir si las células no secretan algun metabolito por sus
caracteristicas o porque no estan vivas. Por otra parte, para mimetizar de forma
mas cercana la fisiologia del higado, se podria realizar co-cultivos con las demas
células de higado como las células de Ito o las células de Kupffer. Ademas, por

la versatilidad de estos sistemas microfluidicos también se podrian realizar
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conexiones con otros médulos donde se cultiven células de otros 6rganos por
ejemplo con los islotes del pancreas. Por otro lado, para realizar estudios
farmacolégicos seria ideal formar los esferoides con células humanas, por
ejemplo, con células madre diferenciadas. Desde el punto de vista ingenieril,
tanto los dispositivos para analisis de esferoides como el de células individuales
se pueden mejorar al redisefiarlos para tener la capacidad de analizar mas
biomarcadores. También se pueden incluir canales extra para realizar las curvas
de calibracion simultdneamente durante los ensayos y hacer analisis
cuantitativos. También, es necesario determinar experimentalmente cual es el
namero maximo de perlas que se pueden capturar para aumentar la ocupaciéon

de las trampas, pero sin que afecte el limite de deteccién de los ensayos.
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