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Resumen

En el flujo sanguineo existe una segregacion de las células sanguineas, tanto plaquetas como
globulos blancos viajan en la periferia de los vasos mientras que los globulos rojos fluyen en el
centro. A la migracion lateral tanto de plaquetas como de células blancas hacia la capa libre de
células se le conoce como marginacion, este fendmeno ha motivado a la fabricacion de particulas
de distintas caracteristicas con el objetivo de que lleven a cabo este proceso, lo cual las volveria
un potencial candidato para ser utilizadas como acarreadores de farmacos [10][17][66]. Diversos
estudios han reportado que las particulas se marginan en vasos individuales, tanto utilizando
sistemas in vivo |11|, modelos in vitro 18] asi como simulaciones computacionales [81]. Sin
embargo, la principal limitante de los trabajos publicados es que el enfoque se centra a estudiar
la marginacion a nivel de vasos (o canales) individuales, por lo que el estudio en redes vasculares
realistas es practicamente escaso. Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evalia el
efecto de una red de microcanales sobre la marginacion de particulas esféricas de 2 pum de
didmetro para lo cual se grabaron videos del flujo de particulas en una suspension con globulos
rojos, los cuales fueron analizados utilizando técnicas de anélisis de imagenes. Se caracterizaron
los siguientes parametros: distribucion lateral de particulas, el coeficiente de dispersion asi como
el perfil de velocidad. Estos datos se evaluaron en distintas zonas de la red de microcanales,
lo cual nos permiti6 comparar el efecto tanto de las bifurcaciones como de las convergencias.
Los resultados obtenidos muestran que existe una gran hetereogeneidad en la distribucion de
glébulos rojos a través de los microcanales, resaltando el desarrollo de una capa libre de células
central conforme fluyen por las convergencias, ademés se resaltan los efectos geométricos sobre
la marginaciéon de particulas, donde las bifurcaciones promueven un incremento en el niimero de
particulas cerca de las paredes mientras que en las convergencias ocurre una antimarginacion.
Por dltimo, se lograron caracterizar los coeficientes de dispersion de las particulas en la red de

microcanales, demostrando la relacion lineal que existe con la velocidad de deformacion (shear

rate ()).
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Abstract

There is a segregation of blood cells in the circulatory system, with both platelets and
leucocytes traveling in the periphery of blood vessels, while erythrocytes flow in the vessel core.
Margination is known as the lateral migration of both platelets and white cells towards the cell
free layer, the latter has motivated the manufacturing of particles with different characteristics
aiming to carry out this process, which would make them potential candidates to use it as
drug carriers [10] [47][66]. Various studies have reported that particles marginate in individual
vessels, both using in vivo systems |11], in vitro models |18], and computational simulations [31].
However, the main limitation in published works is the focus on studying margination at the
level of individual vessels (or channels), so the study in realistic vascular networks is practically
scarce. Based on the above, this work evaluates the margination effect of spherical particles with
diameter of 2 ym flowing through a microchannel network, for which videos of particle flow in a
suspension with red blood cells were recorded and analyzed using image analysis techniques. The
following parameters were characterized: lateral distribution of particles, dispersion coefficient,
and velocity profile. These data were evaluated in different zones of the microchannel network,
allowing us to compare the effect of both bifurcations and convergences. The results obtained
show that there is great heterogeneity in the distribution of red blood cells through the
microchannels, highlighting the development of a central free cell layer as they flow through
the convergences. Furthermore, the geometric effects on particle margination are emphasized,
where bifurcations promote an increase in the number of particles near the walls, while in
convergences, anti-margination occurs. Finally, the dispersion coefficients of the particles in the

microchannel network were characterized, demonstrating the linear relationship with the shear

rate (7).
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Introduccion

1.1 Circulaciéon sanguinea

La sangre se distribuye a través de los vasos sanguineos por todo el cuerpo transportando
oxigeno y nutrientes hacia todas las células que lo componen, y al mismo tiempo retirando el
diéxido de carbono. Todo este proceso se lleva a cabo gracias a la fuerza ejercida por el corazon.
Desde un punto de vista general, el sistema circulario esta integrado por tres partes: el corazon,
los vasos sanguineos y la sangre. Existe una gran hetereogeneidad en cuanto a la distribucion de
los vasos sanguineos en funcion de su tamano (diametro), los cuales se clasifican de la siguiente
manera;: arterias, arteriolas, capilares, vénulas y venas. Asimismo, estan interconectados unos
con otros, formando arquitecturas complejas conocidas como redes vasculares (ver fig. 1.1).
De manera general, las redes vasculares parten de los vasos de mayor didmetro, las arterias
(diametros > 300 um), las cuales se ramifican para conformar arteriolas (diametros >= 10 pum
y < 300 pum) hasta llegar a los vasos de menor diametro, los cuales son los capilares (diametro
< 10 pm). Posteriomente, encontramos a las vénulas y por tltimo a las venas, cuyos didmetros
son comparables a los de las arteriolas y arterias respectivamente. En las redes vasculares
encontramos dos tipos de ramificaciones, bifurcaciones y convergencias, donde las primeras se
llevan a cabo del lado arterial (arterias y arteriolas) y las tltimas del lado venoso (vénulas y
venas). Finalmente, los capilares son los conductos que conectan a la parte arterial con la parte

venosa.



2 1.2. Reologia sanguinea

Red capilar = Vena

Figura 1.1: Esquema general de una red vascular del sistema circulatorio. Imagen tomada de la
web https://www. fisioterapia-online.com/glosario /vascularizacion.

1.2 Reologia sanguinea

La sangre estd integrada principalmente por dos componentes: células sanguineas (45 %),
dentro de las cuales encontramos a los globulos rojos (44 %), globulos blancos (.3 %) y plaquetas
(.7%); todas ellas inmersas en el plasma (55 % del volumen total de la sangre). Los porcentajes
previamente descritos corresponden a los seres humanos bajo condiciones saludables, y estos
valores pueden verse afectados en funcion de la presencia de distintas patologias (ver fig. 1.2).
Una de las fuerzas relevantes en el flujo sanguineo es el estrés de corte (shear stress 7) el
cual estd definido como una fuerza tangencial aplicada sobre una superfie, donde esta fuerza
es la responsable de la deformacion de los glébulos rojos y juega un papel importante sobre
la pared vascular debido a que las células endoteliales son las encargadas de sensar su efecto.
Por otro lado, la velocidad de deformacion (shear rate (%)) esta relacionada con los gradientes
de velocidad, es decir, las diferencias en las velocidades entre las regiones que fluyen a baja
velocidad (cerca de las paredes) con respecto al centro del canal (altas velocidades). Desde la
perspectiva reologica, la sangre es un fluido no newtoniano de tipo adelgazante, es decir, su
viscosidad disminuye en funcién de la velocidad de deformacion. Otro factor importante que
determina su viscosidad es el porcentaje de células rojas presentes, es decir, el hematocrito (ver
fig. 1.3A). Debido a que el presente trabajo se centra en estudiar a los globulos rojos, en las

secciones posteriores solo se describird con mayor detalle acerca de los eritrocitos.



1. Introduccién 3

Plasma
(55%)

Buffy Coat
w— Leucocitos y
plaquetas (<1%)

Eritrocitos
(45%)

Figura 1.2: Composicién sanguinea. Estos porcentajes corresponden a seres humanos en
condiciones saludables. Estos valores cambian bajo la presencia de patologias. Imagen tomada
de la web es.wikipedia.org/wiki/Fraccionamientodesangre .

1.2.1 Plasma

El plasma esta integrado por electrolitos, proteinas, hormonas, entre otras macromoléculas.
De forma individual se le considera un fluido newtoniano con una viscosidad de ~ 1.2 cP. Sin
embargo, es solo un componente de toda la sangre. Dadas las proteinas que integran al plasma
(principalmente fibrindgeno), estas son las responsables de la tendencia de los globulos rojos a
agregarse a valores bajos de shear rate (velocidad de deformacion) (ver fig. 1.3B). Conforme esta
velocidad de deformacion va incrementado los agregados tienden a romperse, lo cual ocasiona

que la viscosidad comience a disminuir.
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Figura 1.3: Factores que influyen en la viscosidad de la sangre. A) Viscosidad como funcién del
hematocrito y B) en funcion de la velocidad de deformacion (¥). Imagen tomada de [17].
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1.2.2 Glébulos rojos

Bajo condiciones saludables las células sanguineas mas abundantes son los glébulos rojos,
también conocidos como eritrocitos. Dada su alta concentracion en sangre, los eritrocitos
influyen significativamente en la reologia sanguinea. Estas células se forman en la médula 6sea
a través de un proceso conocido como eritropoyesis en el cual llevan a cabo un proceso de
maduracion (diferenciacion), donde pierden su nicleo antes de entrar a la circulacion (en forma
de reticulocitos). En la sangre, los eritrocitos se encuentran suspendidos en un medio isoténico, y
bajo estas condiciones presentan una morfologia de disco biconcavo de 8 um de didmetro y 2 um
de grosor (ver fig. 1.4). Estructuralmente, estas células estan compuestas de 2 envolturas: una
capa externa y una interna. La primera estd integrada por una bicapa lipidica fluida decorada con
proteinas membranales, mientras que la capa interna esta compuesta por un citoesqueleto, el cual
estd integrado por las siguientes proteinas, espectrina, actina y la proteina 4.1. Estos elementos
forman una malla bidimensional la cual es responsable de mantener la estructura de la célula
[50]. Los nodos de esta malla estan anclados a la bicapa a través de proteinas transmembranales,
y estos anclajes son moéviles en la membrana, por lo que, tanto el citoesqueleto como los lipidos
pueden desplazarse uno con respecto al otro (ver fig. 1.4). De igual manera, esta red puede
estirarse a través del desplazamiento de las proteinas de anclaje mientras la superficie de la
membrana se mantiene constante [19][51]. Asimismo, la membrana envuelve una solucion de
hemoglobina cuya viscosidad es de ~ 6 cP, donde esta proteina es la responsable de transportar
tanto oxigeno como diéxido de carbono hacia las células del organismo. En resumen, la ausencia
de un ntcleo en conjunto con el citoesqueleto dan como resultado que los globulos rojos puedan
deformarse al ser sometidos a fuerzas externas, y al mismo tiempo recuperar su morfologia, a
lo cual se le conoce como propiedad de memoria [23]. Adicionalmente, poseen una gran relacion

area/volumen, lo que permite que la membrana conserve su integridad al sufrir una deformacion.

1um

"2—3,u.m

Tropomyosin

Tropomodulin

Figura 1.4: Micrografia electronica de un glébulo rojo, asi como la composicion de su
citoesqueleto. Imagen tomada de [64].



1. Introduccién 5

Como consecuencia, cualquier factor que afecte tanto la concentracion de estas células, asi
como sus propiedades mecénicas repercutird en la viscosidad de la sangre. Para ejemplificar
lo anterior, si se rigidiza la membrana de los eritrocitos (por ejemplo con glutaraldehido) la
viscosidad practicamente se mantendra constante en funcién de la velocidad de deformacion lo
que complicaria el flujo de estas células por los capilares. Aunado a lo anterior, aumentaria la
probabilidad de un taponamiento de estos vasos lo que desencadenaria en un ataque al corazon.
De manera general, tanto plaquetas como globulos blancos son consideradas células rigidas en

comparacion a los globulos rojos.

1.3 Hidrodindmica de los glébulos rojos

Las ecuaciones que describen la dindmica de un fluido son las de Navier-Stokes (ec. 1.1 y
1.2), las cuales son el resultado de aplicar la segunda ley de Newton a un elemento de volumen

del fluido y la conservacion de masa (ec. 1.2):

fuerzas inerciales

- fuerzas viscosas
6‘7 L —_—
p (E LV V)) = Vp o+ VRV, (1.1)

V-V =0. (1.2)

Para describir la hidrodinamica de un elemento del fluido es necesario resolver las ecuaciones
de Navier-Stokes, las cuales tienen soluciones analiticas para un nimero limitado de casos
particulares, por lo que se resuelven en mayor medida a través de aproximaciones numéricas.
Uno de los casos para el cual estas ecuaciones tienen solucion analitica es cuando el flujo es
estacionario y laminar. Esta tltima caracteristica estd definida por el ntimero de Reynolds, el
cual es una cantidad adimensional que relaciona la influencia de las fuerzas inerciales respecto

a las viscosas,

_pVL
o

Cuando el nimero de Reynolds Re<1, las fuerzas inerciales practicamente no tienen relevancia,

Re (1.3)

v los efectos que predominan son de origen viscoso. Bajo estas condiciones se dice que el
comportamiento del flujo es laminar, por lo tanto, las ecuaciones de Navier-Stokes se simplifican

a las ecuaciones de Stokes (ec. 1.4 y 1.2).
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—Vp + uV3V =0. (1.4)

Por lo tanto, para entender la hidrodinamica de los globulos rojos, es decir, la influencia
que tienen los globulos rojos sobre el fluido alrededor de ellos es necesario calcular tanto la
velocidad como la presion. Como ya se ha mencionado, los eritrocitos juegan un papel de suma
importancia en el organismo, por lo que el estudiar tanto su dindmica como sus propiedades
mecdanicas ha sido tema relevante en las tltimas decadas [1][23][58]. Sin embargo, no todo ha sido
elucidado. Enfatizando en la dinamica de los eritrocitos se han desarrollado diversos modelos
para su estudio, por ejemplo, modelandolos como vesiculas y burbujas, desde un punto de vista
experimental y de simulacion computacional [16][33]. Desde el punto de vista experimental,
en el 2012 Oishi y colaboradores [57] analizaron experimentalmente la hidrodindmica de los
globulos rojos utilizando la microscopia confocal, para lo cual montaron una platina movil al
microscopio con el objetivo de mantener en el mismo campo visual a los eritrocitos y realizar
un seguimiento con mayor precision. Para estudiar tanto la deformacion como la dindmica de
la membrana de los globulos rojos anclaron particulas fluorescentes de 0.2 um, cuyo protocolo
consistia en dejar incubando a las nanoparticulas con los eritrocitos durante varias horas para
garantizar su anclaje. Como resultado de su deformabilidad, la hidrodindmica de los globulos
rojos es bastante compleja, dado que perturban significativamente el fluido alrededor de ellos, tal
y como se observa en la figura 1.5, donde las flechas de colores indican la direcciéon y magnitud
de la velocidad del fluido. Se puede observar con bastante claridad que el fluido circundante al
glébulo rojo lleva tanto la misma direcciéon como la velocidad de la membrana del eritrocito.
A este tipo de movimiento se le conoce como tank treading (TT), el cual esta caracterizado
por un movimiento rotacional de la membrana manteniendo un angulo de inclinacién constante
(respecto a la direccion de flujo) y se ha encontrado que esta dindmica esta presente cuando la
relacion de viscosidades (A) entre el fluido interno (del globulo rojo) y el fluido externo (plasma)
es alrededor de 3 [32]. Trabajos teoricos predicen que el movimiento TT depende principalmente
del indice de esfericidad [35], del esfuerzo de corte generado por el flujo, la viscosidad de la

membrana del eritrocito [57][75] y de su propiedad de memoria [23].
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Figura 1.5: Movimiento tank-treading de un globulo rojo. Imagen tomada de [57].

1.4 Distribucion de células sanguineas: capa libre de

células y marginaciéon

En la seccion anterior se discutié acerca de la hidrodinamica de los globulos rojos (ver sec.
1.3) y como modifican el fluido alrededor de ellos. En el flujo sanguineo los eritrocitos llevan a
cabo dos efectos que causan su desplazamiento en el plano perpendicular al flujo, cuando viajan
cerca de las paredes (ver llaves de color verde en la fig. 1.6) y cuando fluyen alrededor del centro
del canal (ver llaves de color rojo en la fig. 1.6). Como resultado de su deformabilidad y la
accion del esfuerzo de corte (shear stress), los eritrocitos se deforman cuando fluyen cerca de
las paredes. Dicha deformacion es asimétrica, es decir, existe una diferencia entre la curvatura
de la parte posterior del eritrocito respecto a la de la parte anterior. Esta discrepancia de
curvaturas genera una diferencia de presiones, lo que resulta en una fuerza de elevacion que
tiende a alejar a los globulos rojos de las paredes. Esta fuerza de sustentacion (elevacion) da
como resultado la formacion de una zona libre de eritrocitos, a lo que le conoce como capa libre de
células. Conforme se van alejando de las paredes estas células entran en contacto con el resto de
células rojas, lo que resulta en colisiones entre ellas mismas, las cuales generan desplazamientos
aleatorios perpendiculares (respecto a la direccién de flujo) dando como resultado un efecto
conocido como shear-induced diffusion (ver las flechas de color negro en la fig.1.6). Ahora bien,

.que efecto tienen estas interacciones entre globulos rojos sobre las plaquetas y células blancas?.
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Blood vessel Endothelial cell

CFL

CFL

Figura 1.6: Distribucion de las células sanguineas en flujo. Los niimeros 1 y 2 indican las zonas
donde se llevan a cabo los efectos de los globulos rojos. Imagen tomada y modificada de [64].

Fisiologicamente, tanto plaquetas como células blancas en el flujo sanguineo llevan a cabo un
fenomeno conocido como marginacion [14][53][61][80], el cual hace referencia a la migracion
radial que llevan estas células hacia la capa libre de células. Este fenémeno es el resultado de la
interaccion hidrodindmica entre las plaquetas y leucocitos con los eritrocitos (ver fig. 1.6). Es
decir, en el flujo sanguineo se lleva a cabo una segregacion, donde las células blancas y plaquetas
viajan en la periferia mientras que los globulos rojos en el centro del canal. En las siguientes

dos secciones se explicard més acerca de los mecanismos presentes en la marginacion biologica.

1.4.1 Interacciéon gloébulo rojo - pared. Fuerza de sustentacion

Los globulos rojos en el flujo sanguineo se deforman debido a una fuerza conocida como estrés
de corte cuya magnitud disminuye con respecto a la distancia con las paredes. La geometria
de un eritrocito al deformarse presenta una asimetria entre la parte frontal con respecto a la
parte posterior de su membrana [29][31]. Como consecuencia de esta asimetria longitudinal y la
presencia de las paredes, se genera una diferencia de presion entre los puntos més cercanos de
la membrana con la pared y la pared, lo que da como resultado una fuerza de elevacion, la cual
tiende a alejar al globulo rojo de las paredes [L1] (ver fig. 1.7). Esta interaccion se desarrolla en
3 etapas: la primera se lleva a cabo a bajas velocidades de deformacion (%), aqui el globulo rojo
comienza a moverse con un movimiento rotacional de su membrana, donde la parte posterior
al punto de contacto presenta una mayor curvatura respecto a la parte anterior (ver fig. 1.8
A). Conforme la velocidad de deformacion va incrementando (4 intermedios correspondientes a
la segunda etapa) la célula comienza a incrementar su velocidad rotacional, lo que genera un
angulo de inclinacion constante entre la membrana y la direccion de flujo. Finalmente, si se
contintia aumentando la velocidad de deformacion hasta un valor critico (5.), la célula comienza

a alejarse de la pared conforme se va desarrollando una diferencia de presion entre la membrana
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Figura 1.7: Inclinacion de un glébulo rojo como resultado de su interacciéon con la pared.
Adicionalmente se muestra la distribucion de presion entre la membrana y la pared. Imagen
tomada y modificada de |58].

y la pared (ver fig. 1.7 y 1.8B). Este efecto es el responsable de la formacion de una capa libre
de células (CFL) en la periferia de los canales, la cual esta caracterizada por tener una ausencia
de eritrocitos (o una baja concentracion) y un delgado grosor (2-4 um). La formacion de la CFL
fue reportada por primera vez por Poiseuille en su investigacion acerca de la circulacion en el
mesenterio de rana en 1835 [60]. La revelancia reologica y fisiologica de esta CFL fue reportada
por Fahraeus y Lindvist en 1931 [25], donde mostraron que la viscosidad de la sangre que fluye
en pequenos tubos decrese como funciéon de la disminucion del didmetro, esto como resultado de
la aparicion de la capa libre de células, lo cual es conocido como Efecto Fahraeus-Lindquist. En el
2005 Abkarian y colaboradores analizaron experimentalmente las variables involucradas en esta
fuerza de elevacion, para lo cual sintetizaron vesiculas de distintas caracteristicas para realizar
sus estudios [1]. Mediante el uso de analisis dimensional encontraron que la fuerza de elevacion
depende de la viscosidad (p), la velocidad de deformacion (%), el tamaiio de la vesicula (R?) y de
una funcién adimensional que depende de la distancia con la pared (%) y del volumen reducido
(v). Para resaltar la dependencia de esta fuerza de elevacion con las propiedes mecéanicas de las
células sanguineas realizaron la siguiente comparacion. Si se considera el flujo en una vénula, la
magnitud de la fuerza de elevacion para los globulos rojos es de 155 pN, mientras que para un

leucocito es de 46 pN,
3

Fi= e (1-v). (15)
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Figura 1.8: Desarrollo de la fuerza de sustentacién como resultado de la interacciéon de una
vesicula con una pared. A) Primera etapa, la cual consiste en un movimiento rotacional de la
membrana de un glébulo rojo a velocidades de deformacion baja (4 = 0.5 s71). La flecha de
color blanco indica la direccion del flujo, donde la vesicula tiene una particula anclada a la
membrana (resaltada con un circulo rojo) que sirve como trazadora para observar su rotacion.
B) Comportamiento de la membrana de una vesicula en funciéon del incremento de la velocidad

de deformacion. Al llegar a un valor critico la vesicula se aleja significativamente de la pared
(lift Force). Imagenes tomadas de [1] y [1 1] respectivamente.

1.4.2 Interacciones hidrodindmicas entre glébulos rojos:

shear-induced diffusion

En la microcirculacion, el nimero de Reynolds es bajo (Re<1, para vasos sanguineos < 300
pm de didmetro) por lo que los mecanismos de transporte estan gobernados por las fuerzas
viscosas (efectos inerciales son despreciables) y estan descritos por las ecuaciones de Stokes (ver
ec. 1.2 y 1.4). Como resultado, para que exista una migracion lateral (cross-stream migration)
es necesario romper con la simetria de Stokes, caracteristica que cumplen los eritrocitos debido
a su deformabilidad. Con base en esto, su migraciéon lateral estd dada por las interacciones
hidrodinamicas entre estas células (y la presencia de la pared, tal y como se explico en la
seccion anterior). Detallando un poco mas acerca de este fenomeno, vamos a considerar una
interaccion entre dos eritrocitos (interaccion por pares), suponiendo que estas dos células se
encuentran fluyendo por un gradiente de velocidades (ver fig. 1.9A). Paulatinamente, la célula
que viaja a mayor velocidad alcanzara a aquella de menor velocidad. En ese momento ambas
células colisionaran (interaccion hidrodinamica) y se generara un desplazamiento lateral (AY

del orden de una fraccion del tamafio del eritrocito), es decir, ambas células se encontraran
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Figura 1.9: Interaccion hidrodindmica entre dos globulos rojos. A) Esquema que indica dos
globulos rojos viajando a distinta velocidad (de acuerdo al perfil de velocidad) y B) Posicion

relativa entre los dos eritrocitos previo y posterior a su colision. Imagen tomada y modificada
de [58].

en una posicion distinta respecto a su ubicacion previa a la colision (ver fig.1.9B). Ahora bien, si
consideramos un ntimero grande de interacciones (debido a la alta concentracion de eritrocitos)
estos desplazamientos laterales forman un movimiento aleatorio difusivo, a lo que se le conoce
como shear-induced diffusion [28][11]. Sin embargo, debido a que estos desplazamientos son
originados por interacciones hidrodinamicas y no por la agitaciéon térmica de las moléculas
(movimiento browniano), estos movimientos aleatorios estan caracterizados por un coeficiente
de dispersién que depende de la frecuencia de colisiéon entre 2 células donde los parametros
involucrados son los siguientes, la seccion transversal de colision (que depende de a?, donde a
es el radio de la célula), la velocidad a la que se aproximan las células (%) y del volumen celular
(¢), asi como de una constante que describe las propiedades mecéanicas de las células (k) (ver
ec. 1.6),

D, = kyga®. (1.6)

Entonces, a manera de resumen, la dindmica de los globulos rojos se explica por la coexistencia
entre los dos efectos explicados anteriormente, la fuerza de elevacion (como resultado de la
interaccion de los eritrocitos con las paredes) y la interaccion entre células rojas (shear-induced
diffusion). Estos efectos, en conjunto con las propiedades mecanicas y la baja concentracion de

células blancas y plaquetas dan como resultado que la marginacion se lleve a cabo.
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1.5 Marginacién de particulas

Teniendo como referencia la marginacion biolégica, en los ultimos anos se ha explorado el uso
de particulas para la liberaciéon controlada de farmacos a través del torrente sanguineo, donde
los blancos terapetiticos se encuentran tanto en las paredes de los vasos (receptores) como en los
tejidos, por lo que el transporte del farmaco mediante el torrente sanguineo hacia la capa libre
de células (marginacion) es un requisito para dicha liberacion en conjunto con una posterior
interaccion farmaco - receptor (adhesion). Lo anterior se observa de manera esquematica en
la figura 1.10, donde el objetivo de estos sistemas es administrar las particulas (de distintas
caracteristicas) en la circulacion para que estas se marginen hacia la capa libre de células (como
resultado de la interaccién con los globulos rojos). Una vez que las particulas se marginan
puede ocurrir una adhesiéon a la pared endotelial, lo que desencadenaria una liberacion del
farmaco. Estos sistemas ya han sido utilizados en enfermedades cardiovasculares, el cancer
(imagenologia) y la inflamacion [10]|[17][66], donde el objetivo principal es lograr tanto una
reduccién de las dosis asi como los efectos adversos. Dentro de los pardmetros explorados en
cuanto a la fabricacion de particulas estan los siguientes, forma, tamano, rigidez y superficie
(conocidos como parametros 4’s por su traduccion al inglés). La mayoria de los trabajos en
esta direccion se han focalizado en la forma y tamafo de las particulas [2][18], asi como la
dependencia de la marginacion con el hematocrito y el estrés de corte [13][67][81]. Todos estos
trabajos se han realizado bajo condiciones no realistas, es decir, idealizan las condiciones bajo

las cuales se realizan los experimentos (variables/valores alejados de los fisiologicos).

{K\
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Parabolic Blood
Flow Profile

Endothelium on
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Particle Margination Particle Adhesion at Drug Delivery at or
from Blood Volume the Vessel wall beyond Vessel Wall

Figura 1.10: Esquema de la liberacién controlada de farmacos utlizando microparticulas. Imagen
tomada y modificada de [58].
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A manera de resumen, se ha encontrado que el tamano 6ptimo de las particulas tiene que
ser superior a 0.5 pum, ya que para didmetros inferiores a este valor se ha reportado que las
particulas no se marginan de forma eficiente debido a la relevancia que toma el movimiento
browniano a estas escalas, generando que una vez marginadas las particulas tiendan a regresar
hacia el centro del canal [11]. De igual manera, se ha demostrado mediante el uso de simulaciones
computacionales que la migracion lateral de particulas hacia la capa libre de células es debido
a las interacciones hidrodinamicas con los globulos rojos (ver fig. 1.11), donde la perturbacion
generada por los eritrocitos ocasiona que las particulas se desplacen lateralmente hacia las
paredes [20][¢1]. Otro mecanismo por el cual las particulas llegan a la capa libre de células es el
efecto cascada. Este efecto se refiere a un movimiento lateral abrupto que llevan a cabo aquellas
particulas que viajan a una distancia muy proxima de las paredes (alrededor de 10 pm) hacia
la capa libre de células, como resultado a la formacion de microestructuras y cavidades creadas
por los glébulos rojos (clusters) [76]. Estas cavidades sirven como atajo para que las particulas
se marginen de una manera mas rapida, como resultado de un mayor desplazamiento generado
por la colision con estos clusters. Especificamente, el proceso de marginacion a través del efecto
cascada se lleva a cabo por tres eventos: 1) un movimiento difusivo lento, 2) migracion lateral
abrupta hacia las paredes (efecto cascada) y 3) el movimiento a través de la capa libre de células.
Aunque ya existe evidencia sobre la marginacién de particulas y su dependencia con algunas
variables (velocidad de deformacion, hematocrito), la mayoria de los trabajos reportados ha

dejado de lado si la marginaciéon prevalece en redes vasculares, aspecto de gran relevancia

Figura 1.11: Interacciéon hidrodindmica entre una particula esférica y un glébulo rojo. Las lineas
de la membrana del eritrocito representa las diferentes configuraciones posibles de la membrana.
Imagen tomada de [31].



14 1.5. Marginacién de particulas

puesto que una de las principales caracteristicas morfologicas de la vasculatura son las sucesivas
ramificaciones (se detallo acerca de las principales caracteristicas en la seccion 1.1). Este tema ha
cobrado relevancia con tres trabajos publicados recientemente donde se aborda la marginacion
de particulas y células rigidas en redes vasculares [9][52][70]. Sin embargo, estos estudios se
realizaron aislando caracteristicas de estos arreglos, es decir, analizando de forma independiente
la influencia de bifurcaciones y convergencias. Con base en lo anterior, la principal motivacion
del presente trabajo es analizar la influencia de una red vascular (utilizando un modelo in vitro)

sobre la marginacion de particulas.



Antecentes

El objetivo de este capitulo es mostrar algunos de los trabajos que se utilizaron como
referencia para desarrollar esta tesis, asi como mostrar un panorama general de los enfoques

utilizados para comprender el fenémeno de marginacion.

2.1 Analisis de la marginacion de microparticulas en la

microvasculatura utilizando un modelo in vivo

Un estudio realizado reciéntemente [71], muestra que es posible observar el efecto de
la marginacién de microparticulas en vasos sanguineos de la microvasculatura del musculo
creméster de raton. Como parte de la metodologia implementada, se realizaron dos cirugias al
modelo animal. En primer lugar se realiz6 la canulacion de la vena yugular, esto con el objetivo
de administrar de manera sistémica a las particulas, garantizando la distribucion por todo el
torrente sanguineo. Posteriormente, se realizo la apertura del misculo cremaster, el cual dadas
sus caracteristicas fisicas como lo son la alta transparencia y un delgado grosor (=~ 200 um) lo
hacen un gran candidato para observar la vasculatura a través del miscroscopio. En la figura 2.1
se puede visualizar una imagen representativa de la vasculatura del creméster de ratéon. Para
ambas cirugias se sigui6 el protocolo implementado por [22|. Para este trabajo se administraron
particulas esféricas fluorescentes de 1 um de didmetro y se analizé su distribucion en arteriolas
desde 10 a 40 pum de didmetro. Después de la realizacion de ambas cirugias, se coloco al raton
en la platina del microscopio para la realizacion de los experimentos (ver fig. 2.2) donde se

grabaron videos en fluorescencia con la ayuda de una camara rapida (la cual estaba montada

15
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en

Figura 2.1: Vasculatura del musculo creméster de raton. Fotografia tomada a una magnificacion
de 10X.

el microscopio). Los resultados del presente estudio arrojaron que la marginacion de particulas
prevalecia en vasos de hasta 16 um de didmetro, mientras que para diametros inferiores se
encontré una distribucién uniforme de las particulas. En la figura 2.3 se muestra uno de los
resultados representativos. Se puede visualizar con bastante claridad (de acuerdo al mapa de
colores) que las particulas se encuentran ubicadas de forma preferencial cerca de las paredes, es
decir, estdn marginadas. Una de las aportaciones de este trabajo es el umbral reportado para la
marginacion (> 16um) y la evidencia de este fendmeno en bifurcaciones de un modelo in vivo.

Ademas de lo anterior, también se cuantificaron las velocidades en los distintos vasos sanguineos.

A

tracheal
tube

jugular |
vein catheter

cremaster
muscle

Figura 2.2: Metodologia empleada para la administraciéon de particulas al torrente sanguineo
asi como la visualizacion de la vasculatura en el microscopio.
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Figura 2.3: Mapa de colores de la distribucion de particulas en una arteriola de 30 pm.

2.2 Antimarginacion de microparticulas en convergencias

En el 2017 Bacher y colaboradores estudiaron la distribuciéon de particulas esféricas de 3
pm de diametro en confluencias a través de simulaciones computacionales [9]. Sus estudios
tomaron como referencia trabajos previos, los cuales reportaban una diferencia significativa en
la concentracion de plaquetas en arteriolas con respecto a las vénulas (mayor concentracion
del lado arteriolar) [79]. Para elucidar lo anterior, su configuracion experimental modelaba una
convergencia, la cual se puede observar en la figura 2.4. Asimismo, los nlimeros en conjunto con
las letras indican las zonas de andlisis. Las condiciones iniciales de la simulacién (método lattice
Boltzmann) presentaban una distribucion de particulas ya marginada con base en simulaciones
realizadas por separado en canales rectos. En la figura 2.5 se pueden observar uno de sus
resultados para el analisis en la confluencia, en donde se muestra con bastante claridad la
distribucion de globulos rojos de acuerdo a la escala de colores. Los eritrocitos se distribuyen
uniformemente en el canal, a excepcion de las paredes (capa libre de células) y en el centro del
canal (representado con ‘0’ en el eje Y). Esta capa libre de células central ya habia sido reportada
previamente por [77]. Asimismo, esta zona contiene una gran cantidad de particulas (ver fig.
2.5B) por lo que el flujo de particulas a través de convergencias lleva a una redistribucion, es

decir, pasan de estar marginadas (antes de entrar a la confluencia) a viajar en el centro
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Figura 2.4: Sistema modelado para realizar las simulaciones, la convergencia tiene un diametro
de 18 pum.

del canal (fenomeno conocido como antimarginacion). Adicionalmente, analizaron la estabilidad
de la capa libre de células central, encontrando que persistia hasta 100 um posterior al vértice
de la confluencia. De igual manera, calcularon el coeficiente de dispersion tanto de los globulos
rojos, como para las particulas en esta zona, obteniendo un valor de Dgpcs = 28um?s~ !y
D,, = 25um?s~*. Con base en estos valores, calcularon que la distancia requerida para que
las particlas vuelvan a marginarse es de ~ 5 mm por lo que al comparar este valor con la
distancia tipica entre convergencias sucesivas (=~ 1 mm) concluyen que la marginaciéon no se
vuelve a recuperar, lo que explicaria las observaciones realizadas in vivo, las cuales reportan
que la marginacién en la zona venular es menor en comparacion con la arteriolar. Ademas
de las simulaciones, también realizaron algunos experimentos in wvivo, con la intencion de
mostrar evidencia que lo encontrado en sus simulaciones prevalecia. Sin embargo, debido a la
complejidad del modelo experimental, solamente reportaron la evidencia de la antimarginaciéon
en las convergencias, dejando de lado la evidencia de la formacion de la capa libre de células

central.

microparticulas
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Figura 2.5: Distribucion de globulos rojos en la confluencia (A) y de microparticulas (B) a una
distancia de 60 pum después del vértice de la confluencia. Imagen tomada de [9].
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2.3 Justificacion e hipotesis

Con base en lo mostrado en los antecedentes, se conoce que la marginacion de particulas
esféricas (1-3 pum de diametro) se lleva a cabo en modelos de bifurcaciones asi como en canales
rectos individuales. Se ha encontrado que las bifurcaciones, debido a efectos geométricos parecen
contribuir de forma positiva a la marginacion. Por otro lado, los estudios realizados en modelos
de convergencias sugieren que estas juegan un papel adverso, disminuyendo (antimarginando) la
concentracion de particulas cerca de las paredes, redistribuyéndolas hacia el centro del canal. Sin
embargo, pese a que existe evidencia usando diferentes modelos |9][52][54][70][77]| 78], el estudio
de la marginacion en redes vasculares completas (sin considerar de forma aislada el efecto de
bifurcaciones y /o convergencias) no ha sido reportado. Teniendo en cuenta lo anterior, el presente
trabajo plantea la siguiente hipotesis: Las particulas en el flujo sanguineo son segregadas hacia
la periferia de los vasos, sin embargo, la presencia de bifurcaciones favorece esta distribucion
promouviendo un incremento en la concentracion de particulas cerca de las paredes, mientras que
las confluencias generan una redistribucion de las particulas hacia el centro de los canales lo
cual disminuye la cantidad de particulas marginadas. Con base en lo anterior, se identificara los
efectos de una red vascular (modelada como una red de microcanales) sobre la marginacion de

particulas.

2.3.1 Objetivo general

Identificar los efectos de una red de microcanales sobre la marginacion de microparticulas.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar la capa libre de células para determinar la zona de marginaciéon de las

particulas.
2. Caracterizar la dinamica de las particulas en una suspension de globulos rojos.

3. Cuantificar la distribucion lateral de particulas en la red de microcanales.






Materiales y métodos

3.1 Red de microcanales para el estudio de la interacciéon

de microparticulas con glébulos rojos

El disefio del microdispositivo tiene como objetivo modelar geométricamente una red
vascular, para lo cual se tomaron en cuenta los siguientes pardmetros: una distancia
caracteristica entre las ramificaciones de los canales asi como la tendencia en la variacion del
ancho de los canales tal y como ocurre in vivo. Adicionalmente, el disefio se baso en el trabajo

realizado por Bento y colaboradores [3].

3.1.1 Fabricacién del dispositivo

El disefio del dispositivo se realizo en el software AutoCad 2020 (licencia de estudiante), el
cual se envio para la impresion de la fotoméascara en una compania especializada en Estados
Unidos (Cad Art Services). A partir de la fotoméascara (ver fig. 3.1A) se prosiguio (ver fig.
3.1B) a la fabricacion del diseno para lo cual se utilizaron las técnicas de fotolitografia y
litografia suave. La primera técnica se utiliz6 para elaborar el molde maestro y la segunda
para fabricar el dispositivo de PDMS. Ambas técnicas fueron realizadas en cuarto limpio, ya
que dadas las dimensiones de las estructuras del dispostivo cualquier particula de polvo puede

ocasionar obstrucciones de los canales.
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Figura 3.1: Diseno (A) e impresion de la fotoméscara (B). Las zonas de color blanco indican
la estructura del dispositivo, es decir, aquellas que se van a polimerizar en el molde maestro
acorde a la fotoresina utilizada (SU-8 negativa).

3.1.1.1. Fotolitografia

La técnica de fotolitografia es usada para la fabricacion del molde maestro. Este proceso
se muestra esquematizado en la figura 3.2. A partir de lo anterior, como sustrato se utilizaron
obleas de silicio de aproximadamente 12 cm de didmetro (University Wafers) y en conjunto con la
fotoméascara (ver fig. 3.1B). A partir del siguiente protocolo se obtiene el molde maestro, dejando
en claro que, posterior a un calentamiento de la oblea (independientemente de la temperatura)

es necesario esperar un tiempo suficiente para que se enfrie y poder manejarla sin problema:

1. Limpieza de las obleas de silicio

a) En un vaso de precipitado se colocan las obleas necesarias y posteriormente se le
agrega agua desionizada con jabon (para limpieza de vidrios), el cual se coloca en un

sonicador (10 minutos) para remover las impurezas de la oblea.

b) Una vez transcurridos los 10 minutos se retira el jabon, reemplazando por agua
desionizada limpia, posteriormente, se vuelve a colocar el vaso de precipitado en
el sonicador para garantizar que el jabén se retird6 por completo (10 minutos).
Por tdltimo, para el secado de las obleas es necesario colocarlas en una plancha de

calentamiento a 120 °C durante 20 minutos.

2. Colocacién de la resina en la oblea

a) Para la fabricacion del molde se utiliz6 una fotoresina negativa (SU-8). Posterior al
secado de la oblea, esta se coloca en un spinnner de la forma mas centrada posible.
Después, se le agrega aproximadamente de 2-3 ml de resina en el centro de la oblea.
El spinner realizard una prueba para la verificacién visual del centrado. En caso de

que la oblea esté mal colocada se vuelve a ubicar en el centro del spinner.
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b) El factor que determina la altura del dispositivo es la velocidad de giro del spinner.
Para fines de este proyecto, se utilizé una velocidad de 2000 RPM, la cual segin la

hoja de datos de la resina nos garantiza obtener una altura uniforme de 24 pum.
3. Pre-Cocido

a) Este procedimiento asegura evaporar los solventes de la resina, para lo cual es

necesario colocar la oblea en la plancha de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos.
4. Exposicion a UV

a) Antes de realizar la exposicién a UV se necesita colocar la fotoméascara (con la cara

impresa del disenio) sobre la oblea (para que estén en contacto ambas superficies).
b) Exponer la oblea en la cabina de luz UV durante un minuto.

¢) Dada la polaridad de la resina (resina negativa), la luz UV solo incide en las partes
que se encuentran los canales (debido a su color transparente) realizando de esa

manera la respectiva polimerizacion de la resina para formar el molde.
5. Post-Cocido

a) Previo a realizar el revelado, es necesario volver a colocar la oblea en la plancha a 95
°C durante 15 minutos, lo que garantiza una mayor adhesion del adrea polimerizada

en la oblea.

6. Revelado del dispositivo

a) Este paso es uno de los mas criticos en la fabricacion del molde maestro, por lo
que hay que tener un mayor cuidado al revelar el diseno. Se sujeta la oblea con unas
pinzas especiales para posteriormente sumergirla cuidadosamente en el revelador (SU-
8 Developer) por periodos de tiempo cortos (alrededor de 5 segundos). Después del
primer periodo es necesario secar con nitréogeno para observar como se va retirando

el exceso de resina no polimerizada.

b) Repetir este proceso hasta que no se observen restos de resina sobre la oblea. Se
recomienda observar la oblea en un estereoscopio para corroborar que la oblea ya
no contenga resina no polimerizada. Se debe tener cuidado de no realizar un sobre-
revelado, ya que esto ocasionaria que el revelador se lleve el disenio de la oblea teniendo

que volver a repetir los procesos anteriores.
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glébulos rojos

7. Cocido final

a)

Para garantizar una firme adhesiéon del diseno a la oblea, es necesario realizar
nuevamente un calentamiento de la oblea, el cual tiene que realizarse a una
temperatura mayor a la cual se realizara la fabricacion del PDMS. Para fines de

este trabajo, el cocido final se realizo a 140 °C durante 30 minutos.

8. Tratado de la oblea con silano

a)

Para garantizar que nuestro molde maestro perdure en funcién del ntimero de
réplicas, es necesario tratarlo con silano (Clorotrimetilsilano SIGMA-ALDRICH).
Este procedimiento se tiene que realizar en la campana de flujo laminar. Como primer
paso, es necesario recubrir el perimetro de la oblea con aluminio, para garantizar que

el silano actte Ginicamente sobre nuestro diseno.

Posteriormente, se colocan 2 gotas de silano sobre un recipiente acorde al volumen

utilizado, para después colocar por encima del recipiente nuestro molde maestro.

Dada la alta volatilidad del silano, simplemente hay que dejar incubando durante 30
minutos (con la campana encendida). Con este tiempo se garantiza la uniformidad

del silano sobre el molde.

La realizaciéon a detalle del protocolo previamente descrito nos garantiza que nuestro molde

maestro puede ser utilizado para realizar un gran nimero de réplicas, siempre y cuando

se conserve evitando que se contamine con particulas de polvo (para evitar el riesgo de la

obstruccion de canales).
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Figura 3.2: Esquema de las etapas descritas previamente para la realizacion del molde maestro.
Se esquematizaron solo algunos pasos. El diseno que se muestra en la imagen es representativo
de la técnica (no corresponde al diseno usado para este trabajo, sin embargo, este se muestra en
la figura 3.1A). Imagen tomada y modificada de la siguiente pagina web www.biorender.com.
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3.1.1.2. Fabricacién de réplicas de PDMS

Para fabricar las réplicas a utilizar en los experimentos, se realizo el siguiente procedimiento:

1. Preparacion de la solucion PDMS - catalizador

a) Para garantizar que el tiempo de polimerizacion entre el PDMS y el catalizador
no sea muy prolongado, se utilizé6 una relacion PDMS-Catalizador 10-1. Colocar en
un recipiente 3 gramos de PDMS y 0.3 gramos de catalizador. Después, se mezclan
vigorosamente dichos componentes para garantizar una uniformidad entre los dos

ingredientes.
2. Eliminar el exceso de burbujas como resultado de la mezcla PDMS - catalizador
a) Colocar el recipiente de la mezcla en una bomba de vacio durante aproximadamente
20 minutos (el tiempo puede variar en funcién del volumen de la mezcla).
b) Una vez eliminadas las burbujas vaciar la mezcla en el molde, garantizando que cubra
perfectamente el area cubierta por el aluminio.

3. Polimerizacion del PDMS: Fabricacion de la réplica

a) Colocar el molde en el horno a 120 °C durante 20 minutos, lo cual garantiza la
polimerizacion del PDMS. Posteriormente, dejar enfriar el molde aproximadamente

10 minutos.
b) Una vez enfriado el molde, retirar cuidadosamente la réplica de la oblea con la ayuda
de un bisturi.
4. Preparacion de la réplica para la realizacion del experimento
a) Con la ayuda de un sacabocado de 1 mm de didmetro se perfora la réplica en las
marcas de las entradas y salidas respectivamente.

b) Para garantizar que nuestra réplica no se contamine, se recomienda realizar lavados
con alcohol isopropilico y posteriormente recubrirla con cinta scotch para protegerla

del polvo.
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5. Sellado de la réplica y colocacién de mangueras

a) Para garantizar que la suspension fluya de forma adecuada a través del dispositivo,
es necesario sellar la réplica de PDMS a un sustrato, en este caso un portaobjetos.
El sellado se realiza mediante una técnica conocida como "tratamiento corona', la
cual, con la ayuda de un sellador de plasma de oxigeno que modifica la superficie del
PDMS (de hidrofobica pasa a hidrofilica) dejando expuestos grupos silanol (Si-OH).
Estos grupos al reaccionar con la superficie del vidrio generan enlaces Si-O-Si, dando

lugar a un sellado irreversible entre ambas superficies.
b) Para garantizar una mayor adhesion entre ambas superficies, colocar el dispositivo
sellado en la plancha de calentamiento a 80 °C durante 5 minutos.
6. Colocacion de las mangueras al dispositivo
a) Dado que solamente contamos con una entrada y una salida, inicamente se necesitara
cortar 2 pedazos de manguera de 22 cm cada uno.

b) Con la ayuda del estereoscopio proceder a colocar las mangueras en la entrada y

salida respectivamente.
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Figura 3.3: Fabricacion de las réplicas de PDMS a partir del molde maestro.

3.2 Protocolo experimental

El presente trabajo se realiz6é utilizando muestras de sangre de donadores voluntarios, para
lo cual se siguieron los lineamientos de la declaraciéon de Helsinki. Ademés, a cada uno de los
donadores se les entreg6 una carta de consentimiento en donde se explicaban los siguientes

puntos: el uso que se le iba a dar a la muestra donada, frecuencia de la donacién, volumen de
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sangre requerida, asi como los posibles riesgos. Ademas de lo explicado anteriormente, y con el
objetivo de disminuir la variabilidad entre los donantes, se utilizaron los siguientes criterios de
exclusion: El rango de edades de los donadores era de 24 - 30 anos, sexo masculino, no tener

presente ninguna patologia, sin sobrepeso.

3.2.1 Preparacion de la muestra

La toma de muestra de los donadores se realiz6 gracias a la ayuda de una técnico especializada
en el area (Lic. Karen Garza), para lo cual se extrajo un volumen de sangre de 5 ml para
posteriormente introducirlo a un tubo vacutainer con EDTA (BD Vacutainer K2 EDTA) y
evitar la coagulacion de la sangre (ver fig. 3.4A). Después se realizo una agitacion de la muestra
durante 2 minutos con el objetivo de homogenizar el anticoagulante en el volumen de sangre.
Se prosigui6 a centrifugar la muestra para separarla en sus diferentes componentes (ver fig.
3.4B). Después, con una pipeta se retir6 el sobrenadante (volumen de plasma, células blancas y
plaquetas). Para garantizar que se haya extraido correctamente el sobrenadante, se realizaron 3
lavados con PBS. Por tltimo, para evitar que las propiedades mecénicas de los glébulos rojos se
vean afectadas, la muestra se utiliz6 dentro de un margen de 4 horas posterior a la extraccion

de la sangre [19].
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Figura 3.4: Protocolo para la toma de la muestra usada en los experimentos. A) Almacenamiento
de la sangre en el tubo vacutainer, B) separacion entre los distintos componenes de la muestra
(debido al centrifugado), C) se repiten los pasos A y B por duplicado realizando lavados con
PBS, D) previo a la realizacion del experimento se realiza una dilucion (con PBS) de la sangre,
E) se toma un volumen de particulas y F) se le agrega el volumen de particulas a la suspension
de glébulos rojos.
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3.2.2 Condiciones experimentales

Una vez realizadas y selladas las réplicas de PDMS se coloco el dispositivo en la platina del
microscopio (Olympus BX51) para la realizacion del experimento (ver fig. 3.5). Los experimentos

se realizaron con las siguientes consideraciones:

1. Velocidad de flujo 0.1 pl/min.

2. Temperatura 23 °C.

3. Resolucion espacial: 0.587 pm/pixel (Objetivo 10X).

4. Tamano de imagen: 870 x 870 pum (512 x 512 pixeles).

5. Adquisicion de videos (5445 frames) - resolucion temporal:

a) Videos en campo claro para determinar la capa libre de células: 2000 FPS.

b) Videos en fluorescencia para analizar la dinamica de particulas: 250 FPS.

Figura 3.5: Montaje experimental. En la parte izquierda de la figura se observa una bomba de
jeringa, el miscroscopio y la fluorescencia encendida.
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3.2.3 Analisis de imagenes

El anélisis de los videos se realiz6 OFFLINE en el software MATLAB. Cada video requiere
de un espacio de memoria de 1.3 GB, por lo que el optimizar las rutinas de anélisis es sumamente

indispensable.

3.2.3.1. Anaélisis de los videos en campo claro

Los videos en campo claro fueron grabados con el objetivo de determinar el ancho de la capa
libre de células (zona de marginacion de las particulas). Debido a la alta concentracion de células
utilizada en los experimentos (ver fig. 3.6(1)), es necesario utilizar una alta resoluciéon temporal
para cuantificar las variaciones del nivel de gris de las imagenes. El algoritmo desarrollado en
matlab sigue la metodologia detallada en la figura 3.6. A continuacion se explican los pasos

utilizados.

1. Apilamiento de imagenes. Posterior a la grabacion del video a campo claro, la
cuantificacion de la capa libre de células se realizé midiendo las variaciones del nivel de gris
de la pila de imagenes (2000 imégenes), donde cada imagen esta desfasada temporalmente
1/2000 segundos.

2. Desviacion estandar y mediana de los niveles de gris. La capa libre de células nos da una
aproximacion de la distribucion de los globulos rojos en funciéon del ancho del canal. Sin
embargo, dada la alta cantidad de globulos rojos (ver fig. 3.6(1)) es necesario cuantificar
la variacion temporal de los niveles de gris de cada uno de los pixeles que conforman la
imagen, razon por la cual se eligi6 utilizar la desviacion estandar (medida de dispersion).
Aplicando esta métrica a la pila de imagenes nos daré como resultado una imagen (ver fig.
3.6(4)) donde aquellas zonas de la imagen con mayor variacion temporal del nivel de gris
seran resaltadas con color blanco, mientras que aquellas zonas con poca (o nula) variaciéon
seran representados en color negro (imagen de 8 bits, valores de 0 - 255). Por otro lado,
para medir con precision el ancho de la capa libre de células es necesario ubicar las paredes
laterales del canal, debido a que la ubicacion de estas no varia en funcién del tiempo, se
aplico la mediana de los niveles de gris de la pila de imégenes, dando como resultado la

imagen desplegada en la figura 3.6(5).
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Figura 3.6: Diagrama de flujo de los pasos utilizados para el analisis de la capa libre de células. 1)
Imagen cruda correspondiente a un video en campo claro tomado a 2000 FPS. 2) Apilamiento de
imagenes (2000 imagenes), donde cada imagen esta desfasada 1/2000 seg. 3) Métricas utilizadas
para la proyeccion Z del apilamiento de imégenes. 4) y 5) corresponden a la imagen resultante
para la desviacién estandar y la mediana respectivamente.

3. Determinacion del ancho de la capa libre de células. Con base en la ubicaciéon de las
paredes del canal (otorgado por la imagen de la mediana) y las zonas de mayor variacion
de los niveles de gris (desviacion estandar) se determina una zona de interés para realizar
la medicion (indicada por los cuadros verde y rojo). Posteriormente se analiza la variacion
del nivel de gris de cada una de las métricas en funcion del ancho del canal (de la zona de
interés), lo cual nos arroja una grafica como la de la imagen 3.7 donde a partir de estas
curvas se determina el ancho de la capa libre de células (CFL, por sus siglas en inglés)
aplicando la siguiente expresion: CF'L = | Py, — Pz, donde los términos representan a

la mediana y la desviacion estandar respectivamente.
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Figura 3.7: Curvas representativas de la medicion de la CFL. La curva de color rojo representa
la desviacion estandar, mientras que la verde indica la mediana.

3.2.3.2.  Anélisis de los videos en fluorescencia

Los videos tomados en fluorescencia presentan con claridad a las particulas gracias al
contraste que tienen con el fondo. A partir de estas iméagenes se trabajo para obtener las
trayectorias individuales de las particulas. El cédigo desarrollado en MATLAB se baso en el
algoritmo de Crocker y Grier [17] y en un algoritmo modificado por [69], el cual se resume a
continuacion. Para concatenar las posiciones de las particulas entre la imagen tomada en un
instante de tiempo t; y otra imagen en un tiempo posterior t;;; es necesario establecer una
relacion entre las posiciones de las particulas con base en el desplazamiento promedio de las
mismas entre dicho intervalo de tiempo. Cuando no se puede calcular la trayectoria de una
particula, lo que se hace es determinarlo por proximidad entre las dos imagenes. El algoritmo
para ligar trayectorias no considera la interaccion entre particulas, lo cual es valido para bajas
concentraciones como las que se utilizaron en este trabajo. Primero se establece la probabilidad
de desplazamiento de la particula a una distancia ¢ en el plano en un tiempo 7 como se muestra

en la ec. 3.1

Polr) = \/L;Wexp (4‘;) | (3.1)

en donde D es un coeficiente de difusién que se puede asociar con los desplazamientos de la

particula en el plano x-y. Para un ensamble similar de N particulas idénticas, la probabilidad
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Figura 3.8: Etapas del algoritmo del procesamiento de los videos en fluorescencia. A) Imagen
en campo claro a una magnificacion de 50x, B) Imagen en campo claro a una magnificacion
de 10x donde se resaltan 3 particulas en un cuadro del video y C) Etapa final del algoritmo,
donde se correlacionan temporalmente los centroides de las particulas para el seguimiento de
las trayectorias.

Ploi|r) = (ﬁ)]vexp (-i 4(1’;2 ) | (3.2)

estd dada por la ec. 3.2. Lo més parecido a la asignacion de etiquetas o indicadores a particulas
es la maximizacion de P(o|7), o la minimizacion de SV | 02 que es equivalente. Para reducir la
complejidad de asignacion de indicadores de particulas se acota la distribucién de probabilidad
a o = L, en donde L es el desplazamiento caracteristico. Por tiltimo se hace una adecuacion en el
programa para cuando las trayectorias de las particulas pudiera confundirse con la trayectoria de
otra particula, en cuyos casos dicha trayectoria se indicard como ”perdida” para evitar errores.
Posterior a la localizaciéon de los centroides de las particulas, se procedera a cuantificar los
siguientes parametros: 1) Distribucion de particulas en funcion del ancho del canal, 2) Perfil de

rapidez y 3) desplazamiento cuadratico medio.

3.3 Numero de particulas y distribucion de rapidez como

funcion del ancho del canal

El resultado computacional de aplicar el algoritmo explicado en la secciéon anterior es una
matriz de 4 columnas, donde las primeras dos columnas corresponden a la posiciéon en X e Y

(ambas en pm) de las particulas, la tercera el cuadro en el que aparecen y la dltima es el ID el
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cual es tnico para cada trayectoria. A partir de esta matriz se cuantifica tanto la distribucion

de particulas, como la rapidez. La metodologia que se siguié para desarrollar el script se detalla

a continuacién:

1. Distribucion de particulas como funcion del ancho del canal

a)

Hasta este punto conocemos el nimero de particulas detectadas, su posiciéon tanto
en X como Y, asi como el frame en el que aparecen. Con base en esta informacion, se
crea una matriz del mismo tamano que las iméagenes del video (512 x 512 pixeles).
Después se recorre de forma individual las trayectorias de las particulas, y con base
en esto y la matriz creada, se usaron contadores en cada pixel de la nueva matriz,
donde dichos contadores van incrementando conforme cada particula vaya pasando

por cada pixel.

Para considerar viable la trayectoria de una particula, la distancia longitudinal
recorrida de la particula tiene que ser > 100 pum. Trayectorias que no cumplen este

criterio no se consideraran para la distribucion de particulas.

Posteriormente se define la zona de andlisis para cuantificar la distribucion de
particulas, donde esta region tiene que ser la misma utilizada para la mediciéon de la

capa libre de células.

Una vez definida la zona de interés (ROI), esta se segmentard en capas de 2 pm
de ancho, donde por cada divisiéon se contabilizard el nimero de particulas para asi
obtener el ntimero de particulas como funcion del ancho del canal (ver fig. 3.9). En
todos los casos se normaliza el ancho de los canales, donde el valor de -0.5 corresponde
a la pared izquierda y el valor de 0.5 corresponde a la pared derecha tomando en

cuenta una vista en la direccion del flujo.
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Figura 3.9: Numero de particulas como funciéon del ancho normalizado del canal. -0.5 y 0.5
representan las paredes laterales mientras que 0 indica el centro del canal.

2. Distribucién de velocidad

a) Teniendo en cuenta la ubicacion de los centroides de cada particula, se tomara
el diferencial para las primeras 3 columnas de la matriz de posiciones. Con esto
obtenemos los desplazamientos como funcién del tiempo, es decir, Ax, Ay, A7 a

partir de estos parametros, y considerando la ecuacion para determinar la velocidad

V' = distancia + tiempo podemos cuantificar la velocidad de cada particula como

funcion del tiempo. A partir de esto, para obtener la distribucién, se obtiene la

3000 ]

2500 1

2000 1 ]

Rapidez (um/s)

— —
a o (o))
o o o
o o o

Ancho del canal

Figura 3.10: Rapidez media de cada particula como funciéon del ancho del canal. Cada punto de
color azul representa una particula. -0.5 y 0.5 representan las paredes laterales mientras que 0
indica el centro del canal.
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velocidad media para cada particula como funcion del ancho del canal (ver fig. 3.10).

3.4 Desplazamiento cuadratico medio y coeficiente de
dispersion

Para caracterizar la dindmica de las particulas se calcula el desplazamiento cuadratico medio
en funcion del tiempo. Este parametro se obtuvo de los valores AY (t) computados en la secciéon
anterior y utilizando la siguiente expresion: AY2(t) = ([y;(t) — y:(0)])°. Evaluar este parametro
proporciona informacion muy importante sobre las interacciones globulos rojos/particulas a
distintas escalas temporales, tal y como se muestra en la figura 3.11, donde se observan
claramente dos etapas, un régimen subdifusivo (7 < 0.1 segundos) y un comportamiento difusivo
(1 > 0.1 segundos). Considerando el tiempo para el cual la dindmica de las particulas es difusivo y
retomando la ecuacion del desplazamiento cuadratico medio se puede caracterizar el coeficiente
de dispersion obteniendo la pendiente de la curva para cada instante de tiempo, cuando la
pendiente es igual a 1 se cuantifica el coeficiente utilizando la siguiente expresion (AY)? = 2Dt?,

donde o = 1 indica una dindmica difusiva.
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Figura 3.11: Evolucién temporal del desplazamiento cuadratico medio lateral de las particulas.






Resultados y discusion

En la presente secciéon se discutirdn los resultados obtenidos para cada uno de los
experimentos realizados en las respectivas zonas de interés. Primero se detallard sobre la
fabricacion y caracterizacion de las dimensiones del dispositivo microfluidico. Posteriormente
se discutira acerca de la deteccion y cuantificacion de la capa libre de células y por tltimo, se
discutira tanto de los resultados de la dinamica de las particulas asi como la cuantificacion del

ntimero de particulas marginadas.

4.1 Fabricacién y caracterizacion del dispositivo

microfluidico: red de microcanales.

Tanto la fabricacion del dispositivo asi como la elaboracién de las réplicas se detallan en la
seccion de metodologia. En la figura 4.1 se puede observar el diagrama del dispositivo, el cual
estd caracterizado por tener una entrada y una salida, asi como un canal principal cuya longitud
es de 1 cm. Posteriormente, este canal se ramifica sucesivamente para formar tanto bifurcaciones
(indicado por la llave de color azul) asi como confluencias (indicado por la llave de color verde).
Asimismo, los recuadros de colores indican las zonas de anélisis, las cuales corresponden a las
zonas de interés. Después de la fabricacion se procedi6é a caracterizar la altura de los canales
para corrobar que las dimensiones coincidieran con las del disefio. En la figura 4.2(A) se muestra
un corte transversal correspondiente al canal principal del dispositivo, donde es evidente que
existe una gran relacién ancho/alto (24 pm de altura uniforme) en todos los canales. Por otro

lado, en la figura 4.2(B) se muestra de forma esquematizada cada

37
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Figura 4.1: Diagrama de la red de microcanales, donde los cuadros indican las zonas analizadas.
El color rojo corresponde al canal principal, los de color café y verde indican la primera
bifurcacion, el color negro y magenta corresponden a la segunda bifurcacién. Finalmente, los de
color amarillo y morado indican la primera y la segunda convergencia respectivamente.

una de las dimensiones de los canales, es decir, tanto el ancho (W) asi como su respectiva longitud
(L). Es necesario enfatizar que tanto las dimensiones de los canales asi como la velocidad de flujo
elegida corresponden a un ntumero de Reynolds Re < 1 lo cual es representativo de lo que sucede
en la microcirculacion. Por tltimo, los &ngulos elegidos para la red de microcanales corresponden
a angulos tipicos de la microvasculatura del creméaster de raton [52][59]. Por otro lado, la altura
elegida para los microcanales nos permite capturar con relativa sencillez la fluorescencia de las
particulas que viajan en distintos planos lo que nos permite hacer una descripcién més precisa

del movimiento de las particulas tanto en el eje Y como a diferentes alturas (eje Z).

- B) Zona w L

A)" [A58 bl Canal principal [ 160 um 1cm
fi /1 ol Rama derecha 110 pm 1800 pm
et e : Rama izquierda |:| 118 um 1800 um
. 2darama derecha L] 86 um 1500 pm
100 um 2da rama izquierda O 92 um 1500 pm
1ra convergencia 110 pm 1800 pm

2da convergencia [ 162 pm 1cm

Figura 4.2: A) Seccién transversal correspondiente al canal principal (recuadro color rojo en la
figura 4.1), B) Ancho (W) y largo (L) de las diferentes zonas de interés.
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4.2 Zona de marginacién de microparticulas: capa libre de

células

La capa libre de células (CFL) conceptualmente esta definida como aquella zona(s) de los
vasos sanguineos (o microcanales) donde la concentracion de globulos rojos es menor (o nula).
Dicho esto, la formacion de la CFL esta relacionada con las propiedades mecanicas de los
eritrocitos, es decir, debido a su deformabilidad y la interaccién con las paredes estas células
tienden a migrar hacia el centro de los vasos dejando en la periferia una zona libre de células
rojas. Con base en esto, la formaciéon de una zona libre de células rojas repercute directamente
en la resistencia de la sangre, es decir, existe una disminucion local de la viscosidad con respecto
al centro de los vasos (o canales). Teniendo en cuenta lo anterior, caracterizar esta zona es de
gran relevancia biologica. Ademéas la CFL esta directamente relacionada con la marginacion
de particulas, puesto que, una vez alcanzada esta zona las microparticulas no regresan hacia el
centro del canal. En la figura 4.3 se muestra la medicion de la capa libre de células correpondiente
al canal principal, donde se puede observar con bastante claridad la formacién de la capa libre
de células (diferencia entre la posicion del minimo y maximo de cada curva) en la periferia del

canal (-0.5 y 0.5 indican la ubicacion de las paredes laterales).
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Figura 4.3: Medicion de la capa libre de células en el canal principal. La curva de color rojo
corresponde a la desviacion estandar de los niveles de gris, mientras que la curva de color verde
representa la mediana de los niveles de gris del video adquirido.
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Al calcular la diferencia entre el punto minimo de la curva de color verde con respecto al
méaximo de la curva de color rojo se obtiene un valor de 5 pum para cada una de las paredes, es
decir, una simetria en la capa libre de células para el canal principal. El valor calculado difiere
significativamente respecto a otros trabajos que se realizaron en otras condiciones experimentales
[8]]12][65]. Estos trabajos se realizaron a ntimeros de Reynolds altos, es decir, las fuerzas
inerciales juegan un papel importante. Una vez caracterizada la CFL para esta primera zona, en
los resultados posteriores se mostrara tinicamente el ancho calculado para cada pared, es decir,

no se mostraran las curvas como la mostrada en la figura 4.3.

4.2.1 Variaciéon de la CFL a través de bifurcaciones y confluencias de

la red de microcanales

Una vez cuantificada la CFL para el canal principal se procedi6 a calcular la variacion en el
ancho tanto en la zona de bifurcaciones asi como en las confluencias. En la figura 4.4, se muestran
los resultados del ancho de la CFL para la zona de bifurcaciones. Es necesario enfatizar que,
para estos resultados se diferencia entre las paredes laterales, es decir, al hacer referencia a la
pared interna se refiere a aquella pared que coincide con el vértice de la ramificacion, mientras
que la pared externa es la opuesta a la interna. Debido a la diferencia en el estrés de corte en
las bifurcaciones 5], es de esperarse que se tenga una asimetria en la formacion de la CFL para
cada una de las paredes, donde la pared externa mantiene el mismo ancho que la calculada para
el canal principal mientras que en la interna existe una disminuciéon abrupta de la CFL con
respecto a la calculada para el canal que lo precede. Una de las razones de esta disminucion es
puramente geométrica, es decir, debido a que la CFL est& previamente desarrollada (en el canal
principal) al momento de entrar en la bifurcacion la pared interna por efecto geométrico coincide
con el centro del canal que lo precede, es decir, no hay ninguna CFL previamente formada en
esta zona. Aunado a lo anterior, la longitud del area analizada (recuadros de colores) es de
ROI = 100 pm x W (ancho del canal) por lo que la zona no es lo suficientemente grande para
caracterizar el desarrollo del ancho de la CFL en la pared interna. Sin embargo, acorde a lo
reportado existe evidencia sobre la recuperacion de la simetria en ambas paredes como funciéon
de la distancia con respecto a la entrada de la bifurcacion [59]. La razon de lo anterior es debido
al acumulamiento de glébulos rojos en el vértice de la bifurcacion, lo cual conllevard a que tanto
las interacciones hidrodinamicas entre estas células asi como la fuerza de elevacion generada por

la interaccion
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Figura 4.4: Variaciéon del ancho de la capa libre de células en la zona de bifurcaciones del
dispositivo.

globulo rojo - pared contribuyan a la evolucién paulatina de la formacion de la CFL en la pared
interna de la bifurcaciéon. Posteriormente, se puede observar como en la segunda bifurcacion
(zona 3) se mantiene la misma tendencia que en la bifurcacion previa, es decir, aumenta la
asimetria en el ancho de la CFL entre ambas paredes lo cual nuevamente es atribuido tanto a la
geometria empleada como a la zona de andlisis (correspondiente al inicio de la 2da bifuraccion).
Teniendo en cuenta estos resultados para la zona de bifurcaciones se puede conjeturar que,
debido a efectos geométricos, la CFL en las bifurcaciones es asimétrica y con base en esto la
distancia entre bifurcaciones es de gran relevancia para el desarrollo de la recuperacion de esta
simetria. Por otro lado, en la figura 4.5 se muestran los resultados para la CFL en la zona
de convergencias (indicado por los nameros 4 y 5) los cuales corresponden a los puntos de
color negro y azul en la grafica. A diferencia de la zona de bifurcaciones se puede observar una
recuperacion paulatina en el ancho de la CFL de la pared interna, donde pese a que las distancias
entre ramificaciones es similar a la de la zona anterior, el efecto geométrico juega a favor’ en
el contexto de la simetria entre ambas paredes, es decir, debido a que los canales que preceden
a la zona de confluencias tienen ya desarrollada la CFL no existe una irrupcién geométrica al
momento de entrar a las confluencias. Ademas de la recuperacion de la simetria en la CFL se
puede observar otro efecto relevante, es decir, la aparicion de una CFL localizada en el centro
de las convergencias (ver fig. 4.5 indicada por los puntos de color azul) cuya formacion es el

resultado de la convergencia de los flujos hacia estas zonas debido a la geometria de la red
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Figura 4.5: Variacion del ancho de la capa libre de células en la zona de convergencias del
dispositivo. Los simbolos en negro indican la continuacion de la pared interna y externa.

de microcanales. De igual manera, existe un incremento gradual en el ancho de esta CFL,
teniendo una medicion de 1.8 pum para la primera convergencia hasta llegar a 4.3 um en
la segunda confluencia, siendo esta tltima medicion comparable al ancho calculado para las
paredes laterales. En la figura 4.6 se muestra el trazo tanto de la desviacion estandar asi como
el de la mediana correspondiente a la medicion de la CFL para la segunda convergencia. Es
evidente la formacién de la CFL central asi como la de las paredes laterales. Por otro lado, a
manera de comparacion ya se ha reportado la presencia de esta CFL central en geometrias méas
sencillas, donde se ha demostrado que la formacion de esta CFL depende de la geometria de los
microcanales, el hematocrito y de las propiedades mecénicas de los globulos rojos [72][77][78].
De igual manera, es importante dejar en claro que los estudios mencionados anteriormente
corresponden a modelos tanto computacionales asi como in vitro, siendo practicamente nula
la evidencia de esta CFL en modelos in vivo, por lo que es necesario realizar estudios en este
sentido para corroborar su existencia. Por tltimo, los resultados obtenidos para la formacion
de la CFL sugieren que el transporte de particulas deberia de aumentar en la pared interna de
las bifurcaciones y verse disminuido en la pared externa (debido al acumulamiento/reduccion

de globulos rojos respectivamente).



4. Resultados y discusién 43

Normalized gray level
o o
BN (0))

o
(N

-0.5 0 0.5
Normalized Y-position

Figura 4.6: Medicion de la CFL en la segunda convergencia. La curva de color rojo corresponde
a la desviacion estandar de los niveles de gris, mientras que la curva de color verde representa
la mediana.

4.3 Caracterizacion de la dindAmica de particulas en una

suspension globulos rojos/particulas

Como primer paso en el analisis de la dinamica de las particulas se realiz6 una comparacion
entre una suspension globulos rojos/particulas con respecto a una suspension sin globulos rojos.
De esta manera, se resalta de forma explicita la influencia de los eritrocitos sobre la dinamica

de las particulas.

4.3.1 Influencia de los glébulos rojos sobre la dindAmica de las

particulas: shear-induced diffusion

En secciones previas se ha discutido acerca de la complejidad tanto del movimiento como
de la dindmica de los eritrocitos, asi como de los efectos que llevan a cabo en el flujo y la
influencia que tienen sobre otros componentes de la suspension. Dado lo anterior, a manera
de experimento control, en la figura 4.7 se muestra una comparativa entre la componente de
velocidad perpendicular de las particulas (V,) en una suspension sin eritrocitos (ver fig. 4.7A)
y en una suspension a un hematocrito del 40 % (ver fig. 4.7B). Es necesario dejar en claro que

los valores mostrados en las gréaficas son promediados para cada particula. Asimismo,
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Figura 4.7: Comparativa de la velocidad lateral de las particulas en una suspension sin globulos
rojos (A) y a un hematocrito del 40 %(B) como funcion del ancho del canal.

un valor V,, positivo indica una tendencia de la particula a moverse hacia la pared externa,
mientras que uno negativo hacia la interna. Con base en lo anterior, es bastante claro como las
particulas incrementan su velocidad perpendicular en la presencia de globulos rojos, indicando
de forma indirecta las interacciones particulas/eritrocitos las cuales tienden a desplazar a las
particulas lateralmente. Teniendo en cuenta lo anterior, al considerar un nimero grande de
interacciones (o un tiempo) paulatinamente las particulas tenderfan a alcanzar las paredes de
los canales. Estos resultados concuerdan con lo reportado por algunos estudios, los cuales indican
que las particulas en presencia de globulos rojos aumentan su velocidad lateral [12][18]. Por otro
lado, en la figura 4.8 se muestra el perfil de rapidez longitudinal como funcién del ancho del canal
(representado en el eje horizontal de la grafica) para ambas suspensiones, el cual fue calculado al
final del canal principal (recuadro de color rojo fig. 4.1). Es necesario aclarar que los resultados

mostrados corresponden a las particulas detectadas en todos los planos, es decir, a diferentes
alturas del microcanal.
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Figura 4.8: Perfiles de rapidez de particulas en una suspension sin globulos rojos A) y B) a un
hematocrito del 40 %.

Del mismo modo, se puede observar con bastante claridad como las particulas se acumulan
en mayor medida en las paredes laterales (-0.5 y 0.5). Asimismo, se observa un gran nimero de
particulas distribuidas en todo el ancho del canal cuya rapidez es aproximadamente menor a 1000
pms~t. De igual manera, para demostrar explicitamente la interaccion entre ambos componentes
de la suspension y para determinar la naturaleza de dicha interaccion se calcularon los
coeficientes de dispersion para ambos casos a partir de la evolucién temporal del desplazamiento
cuadratico medio (DCM, ver fig. 4.9). Con base en los tiempos a los cuales a = 1 se estima que,
para la suspension con globulos r0jos Dyyag, = 15 um?s™1y Dy09 = 0,8 um?s~1. Estos valores
demuestran las colisiones entre particulas y globulos rojos las cuales conllevan a un movimiento

lateral difusivo de las particulas, el cual es conocido como shear-induced diffusion [18].
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Figura 4.9: Desplazamiento cuadratico medio para ambas suspensiones.
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Figura 4.10: Modificacion experimental para observar la dindmica en Z.

Por otro lado, debido a las diferencias entre las dimensiones de los canales (ancho y alto) se
procedio a calcular el coeficiente de dispersion en la direccion Z (altura). Para lograr lo anterior,
se realizd6 una modificacion experimental que permitié visualizar la dinamica de las particulas
en el eje Z, lo anterior se observa en la figura 4.10(A). Dicha variacion consistia en voltear
el dispositivo colocando la parte mas delgada del PDMS en posicion vertical (con respecto al
objetivo del microscopio). Esta modificacién nos permitié visualizar con bastante claridad la
altura de los canales (ver fig. 4.10B). Posteriormente se hizo fluir la suspension de globulos
rojos/particulas para analizar la dindmica de las particulas y compararla con respecto a la vista
vertical. Como se describié anteriormente, se ha reportado un fenémeno conocido como efecto
cascada el cual hace referencia a una rapida migracion de las particulas hacia la capa libre de
células [38][76]. Este tipo de migracién consiste en un proceso discontinuo que esta formado por
tres fases, I) un movimiento lateral lento de las particulas como resultado de la colision con
los globulos rojos, IT) posteriormente ocurre un movimiento lateral abrupto el cual lleva a las
particulas hacia la capa libre de células, donde, IIT) una vez dentro de esta zona se mueven de
forma paralela respecto a las paredes de los canales con pequenas fluctuaciones en su trayectoria
como resultado de las interacciones con los eritrocitos que se mueven en el borde de la capa
libre de células. Este tipo de fenémeno solo ha sido reportado por estudios computacionales
los cuales indican que este proceso se lleva a cabo debido a la formacién de microestructuras
de globulos rojos (clusters), donde las particulas interactiian con estas estructuras que sirven
como un ’atajo’ para una rapida marginacion [76][31]. Teniendo en cuenta lo anterior, en la
figura 4.11 se muestran algunas trayectorias representativas de las particulas en el experimento
visualizado de lado. En esta imagen se resaltan dos tipos de movimientos, donde las lineas de

color fluorescente representan trayectorias de particulas que se aproximan hacia la capa libre de
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Figura 4.11: Trayectorias representativas de las particulas en la vista lateral.

células (tipo A), y en colores menos intensos se resaltan particulas que no alcanzan a salir del
centro del canal (tipo B). Tomando como referencia las trayectorias tipo A, se puede visualizar
claramente como las particulas migran hacia las paredes de formas distintas, es decir, no hay
ningin patrén de movimiento definido. Esto es caracteristico de un movimiento aleatorio, lo
cual demuestra la naturaleza difusiva del movimiento lateral de las particulas como resultado
de las interacciones con los globulos rojos. Por otro lado, algunas particulas (tomando como
referencia la trayectoria de color verde de la parte inferior) migran de forma abrupta hacia
la capa libre de células lo cual demuestra el efecto cascada, el cual fue descrito previamente.
Posteriormente se cuantifico el coeficiente de dispersion (en la direccion Z) de las particulas
a partir de la evolucién temporal del desplazamiento cuadratico medio, donde se obtuvo un
valor de D,,sy = 11 um?s™1, el cual es un coeficiente menor respecto al caracterizado para las
particulas en la vista superior. En la figura 4.12 se observa una comparaciéon entre los DCM para
ambas vistas, donde se puede notar de forma evidente que las particulas exploran una menor
area en el mismo intervalo de tiempo en la vista lateral con respecto a la vista superior. Lo
anterior es el resultado del mayor confinamiento de las particulas en la direccion Z con respecto
a la direccion perpendicular. Como una cuantificaciéon adicional al coeficiente de dispersion de las
particulas para ambas vistas se calcul6 la funcion de densidad de la distribucién de probabilidad
(PDF) de los desplazamientos para ambos casos. En la figura 4.13 se muestra la PDF, donde
(AY,7) es la diferencia de desplazamientos en dos intervalos de tiempos diferentes. Por otro
lado, D es el coeficiente de dispersion caracterizado para las dos direcciones perpendiculares a

la direcciéon del flujo, los cuales determinan el ancho de las distribuciones.
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Figura 4.12: Evoluciéon temporal del desplazamiento cuadratico medio para ambas vistas.

Asimismo, es necesario aclarar que ambas distribuciones fueron obtenidas para el intervalo de
tiempo 7 = 0,1seg, es decir, a partir del tiempo para el cual el movimiento de las particulas es
difusivo. En la figura 4.13 se puede apreciar la concordancia entre la PDF medida directamente
con los desplazamientos de las particulas y la obtenida con la ecuacion 4.1 usando el coeficiente de
dispersion obtenido como la pendiente del DCM. Estos resultados muestran el comportamiento
difusivo de las particulas, ya que esta expresion es una solucion a la segunda ley de Fick, cuya
dindmica tiene como origen a las interacciones con los globulos rojos. Por otro lado, se demuestra
que las particulas no tienen ninguna preferencia de migrar hacia una u otra pared, esto debido a
la simetria de cada curva, es decir, se mueven con la misma probabilidad hacia ambas paredes.
Por ultimo, la curva correspondiente a la vista lateral (color verde) es menos ancha respecto a
la de color rojo esto como resultado de las diferencias entre los coeficientes de dispersion para

ambos casos.

1 —Ay?
P(Ay, 1) = 4—exp ( 4DZ ) : (4.1)
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Figura 4.13: Distribucion de desplazamientos en la direccion Y (simbolos de color verde) y en
la direccion Z (simbolos de color rojo).

4.3.2 Distribucién de rapidez de las microparticulas: diferenciaciéon
entre particulas que viajan cerca de la pared superior e inferior y

aquellas que fluyen en el bulto

Una de las ventajas de utilizar una altura relativa tan pequefia en los microcanales (24
pm) es el poder detectar la fluorescencia de las particulas que fluyen a diferentes alturas en
los microcanales a pesar de que viajan entre los glébulos rojos. Teniendo en cuenta lo anterior
asi como el poder calcular su rapidez, esto nos permite discriminar entre particulas que fluyen
a diferentes alturas. Es decir, teniendo en cuenta la condicién de no deslizamiento, aquellas
particulas que fluyen cerca de una pared su velocidad serd menor con respecto a las que viajan
a una mayor distancia de las paredes. Con base en lo anterior y tomando en cuenta el perfil
de rapidez mostrado en la figura 4.8, se puede discriminar entre particulas que van cerca tanto
de la pared superior e inferior como de aquellas que viajan en el centro del canal (respecto a
la altura). En la figura 4.14(A) se muestra el perfil de velocidad longitudinal de las particulas
que viajan a distintas alturas las cuales se diferencian entre pared (cerca de la pared superior e
inferior) y bulk flow (se mueven en el centro del canal con respecto a la altura). De la grafica
se puede observar con facilidad la diferencia tan significativa en la rapidez de los dos tipos de
zonas identificadas (cerca de la pared y en el bulto). No obstante, para poder corroborar que
esta separacion es correcta (con base en los criterios anteriores) es necesario comparar el area
explorada por cada una de las particulas en las diferentes zonas, es decir, la evolucién temporal

del desplazamiento cuadratico medio, el cual se muestra en la figura 4.14(B).
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Figura 4.14: A) Perfiles de rapidez de las particulas que viajan a diferentes alturas en el
microcanal y B) Evolucion del desplazamiento cuadratico medio para las particulas que viajan
a diferentes alturas. En ambas curvas los puntos de color negro corresponden a las particulas
que fluyen en el bulto mientras que los de color rojo a las particulas cerca de la pared.

Aquellas particulas detectadas en el centro del canal a priori tienen un mayor espacio que
explorar (debido a que se encuentran alejadas de las paredes) con respecto a aquellas en
proximidad a las paredes (inferior y superior). Considerando lo anterior, se observa en la
figura 4.14(B) como efectivamente esto se cumple, es decir, las particulas que fluyen en el
centro del canal recorren (exploran) una mayor area lateral con respecto a las que viajan cerca
de las paredes. Lo anterior se refleja de forma mas explicita comparando los coeficientes de
dispersion para cada caso, obteniendo un valor de 23 pum?s~1 para las particulas en el centro
mientras que para las particulas cerca de la pared se obtuvo un valor de 14 pum?s~1. Los
valores reportados previamente coinciden cualitativamente al reportado por Vahidkhah en el
2014 [76]. Por otro lado, una vez calculados los coeficientes de dispersion y haber corroborado
la veracidad de la separacion de particulas en funciéon de la altura a la cual viajan, en la
figura 4.15 se muestra la distribucion lateral de particulas normalizada separando en las zonas
mencionadas anteriormente. En la imagen se observa con bastante claridad como se cuantifica
un mayor numero de particulas cerca de la pared con respecto a las del bulto. Esto debido
tanto a la distancia que previamente recorrieron (&~ lem) asi como a la diferencia entre las
dimensiones de los microcanales, es decir, las particulas alcanzaran en una menor distancia las
paredes (tanto superior como inferior) con respecto a las paredes laterales. De igual manera, se
observa como independientemente de la altura existe una marginaciéon para ambos casos en las

paredes laterales.
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Figura 4.15: Distribucion lateral de particulas normalizada que viajan a diferentes alturas. Curva
de color negro corresponde a las que fluyen en el centro, mientras que la de color rojo representa
a las particulas cerca de la pared superior.

Por tltimo, a manera de comparacion entre los distintos coeficientes de dispersion calculados
para las particulas (vista lateral, pared superior e inferior y bulto) en la figura 4.16 se muestra
la distribucién de desplazamientos para cada uno de los casos mencionados anteriormente.
Es necesario aclarar que para una visualizacion mas sencilla solo se muestran los puntos
experimentales y se omite la respectiva comparaciéon con la distribucion gaussiana. Es evidente
que, a mayor coeficiente de dispersiéon el ancho de la curva serd mayor, tal y como se muestra

en la imagen lo cual demuestra la consistencia de los resultados.



4.3. Caracterizaciéon de la dindmica de particulas en una suspensién glébulos

52 rojos/particulas
0.25 ' ' '
=©— Upper wall
Bulk Flow
0.27 —6—Side View ||
0.157
L
=)
a
017
0.05

-10 -5 0 5 10
<AY> (um)
Figura 4.16: Distribucion de desplazamientos de las particulas, donde la curva de color azul
corresponde a la vista lateral (experimentos realizados a 2.5 mm respecto a la entrada), la
de color rojo a las particulas que fluyen cerca de la pared superior mientras que la curva de
color verde representa a las particulas que se mueven en el bulto (estas dos ultimas curvas se
analizaron al final del canal principal).

4.3.3 Perfiles de rapidez y distribuciéon lateral de las microparticulas

a través de la red de microcanales

Para corroborar que la separacion de las particulas que viajan en distintos planos es consistente,
en la figura 4.17 se muestran los perfiles de rapidez para cada una de las zonas de anélisis,
tomando como referencia la diferencia en la rapidez que tiene que haber en la division. Es
evidente que para cada zona analizada la separacion es consistente, de igual manera se puede
observar como esta diferencia en velocidades va disminuyendo conforme las particulas fluyen por
las bifurcaciones (ver fig. 4.17 (B-C)), lo anterior es atribuido a un incremento en el nimero de
particulas que viajan cerca de la pared, es decir, a mayor nimero de particulas en esta zona la
diferencia va disminuyendo. De igual manera, se puede observar como la distribuciéon de rapidez
en las bifurcaciones se sesga hacia la pared externa. Lo anterior representa indirectamente la
preferencia de las particulas a acumularse hacia una de las paredes debido a efectos geométricos.
Por otro lado, pese a que existe una simetria en cuanto a las dimensiones de los microcanales se
puede observar como en las confluencias la rapidez de las microparticulas es ligeramente mayor
con respecto a las bifurcaciones (ver fig. 4.17 (D-E)), lo cual es atribuido a la formacion de la

CFL central, es decir, debido a que existe una menor distribuciéon de glébulos rojos en el centro
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Figura 4.17: Comparativa de los perfiles de rapidez de las particulas en las diferentes zonas de
interés, A) Canal principal, B) primera bifurcacion derecha, C) segunda bifurcacion derecha,
D) primera convergencia y E) segunda convergencia. En cada imagen la curva de color rojo
corresponde a las particulas que viajan cerca de la pared, mientras que la de color negro a las
particulas que fluyen en el centro del canal.

del canal. Esto contribuird a una disminucién de la viscosidad lo que naturalmente conllevara
a que las particulas se muevan a una mayor velocidad con respecto a la calculada para las
bifurcaciones. En la figura 4.18 se muestra la distribucion lateral de las particulas a través de
las diferentes regiones del dispositivo, y se puede observar como para ambas zonas (pared y bulk
flow) el namero de particulas es mas grande cerca de las paredes con respecto al centro del canal
lo que indica la marginacion de las particulas. Posteriormente, se muestra claramente como el
méaximo de la curva de color rojo va incrementando gradualmente conforme las particulas fluyen
por las bifurcaciones (ver fig. 4.18 (B-C)). Sin embargo, otro efecto importante es la tendencia a
recorrerse hacia el centro del canal del maximo de la curva de color negro. Lo anterior refleja la
evidente migracion de las particulas hacia las paredes (tanto superior como inferior) lo cual es
el resultado del incremento del valor maximo de la curva de color rojo. Por otro lado, en la zona
de convergencias esta tendencia cambia con respecto a las bifurcaciones, es decir, el niimero
de particulas contabilizadas en el centro del canal empieza a incrementar paulatinamente al
mismo tiempo que los maximos empiezan a recorrerse hacia las paredes laterales. Esto refleja
claramente una tendencia de las particulas a antimarginarse. Esto se refleja en la disminucion

de las particulas que se encuentran cerca de las paredes (curva de color rojo).
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Figura 4.18: Comparativa de la distribuciéon lateral de particulas en las diferentes zonas de
interés. A) cuantifica al canal principal, B) primera bifurcacion derecha, C) segunda bifurcacion
derecha, D) primera convergencia y E) segunda convergencia. En cada imagen la curva de color
rojo corresponde a las particulas que viajan cerca de la pared, mientras que la de color negro a
las particulas que fluyen en el centro del canal.

4.3.4 Variacidon del coeficiente de dispersiéon como funcién del ancho

de los microcanales

Tal y como ya se ha discutido en secciones anteriores, la dinamica de las particulas es
influenciada por los eritrocitos. Teniendo en cuenta lo anterior, se ha reportado que la dindmica
de los globulos rojos en un microcanal es heterogenea [3][63][83]. Con base en esto y para obtener
un mayor detalle acerca de la dinaAmica de las microparticulas se procedio a analizar el coeficiente
de dispersion con respecto al ancho del canal en las diferentes regiones de interés. Para este
analisis se dividio a los microcanales en carriles de 10 pm cada uno. En la figura 4.19 se muestran
estos resultados para las distintas regiones. Para el canal principal se observa la apariciéon de dos
valores maximos a una distancia de 30 - 40 um respecto a las paredes laterales, mientras que
para las particulas que fluyen cerca de las paredes (< 10 um) se obtuvieron los valores minimos,
lo cual es el resultado de la baja concentracion de globulos rojos (CFL) y la presencia de las
paredes. Posteriormente, en las bifurcaciones (ver fig. 4.19 (B-C)) los valores maximos estan
sezgados hacia las paredes internas, lo cual concuerda con la distribucion de glébulos rojos en
estas zonas, es decir, debido al acumulamiento de eritrocitos en los vértices de las bifurcaciones

habra un mayor nimero de colisiones entre ambos componentes de la suspension,
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Figura 4.19: Distribucion de los coeficientes de dispersion con respecto al ancho del canal en las
diferentes regiones de interés. A) canal principal, B) primera bifurcacion derecha, C) segunda
bifurcacion derecha, D) primera convergencia y E) segunda convergencia.

lo cual naturalmente incrementard el coeficiente de dispersion para las particulas que viajan
en esta zona. Por tltimo, en las convergencias se observa otro efecto interesante (ver fig. 4.19
(D-E)). Para la primera confluencia los valores méaximos estan més proximos hacia las paredes
laterales mientras que para el resto del canal (a excepcion de las particulas que estan a una
distancia < 10 um) el coeficiente de dispersion es practicamente uniforme. No obstante, para
la segunda convergencia se observa como en el centro del canal aparece un maximo, mientras
que para el resto del canal estos valores practicamente son uniformes. Este valor es interesante,
puesto que su ubicacion coincide con la CFL central cuyo ancho es comparable con el calculado
para las paredes laterales. Es importante resaltar que en la primera confluencia también existe
una CFL central. Sin embargo, el valor obtenido (1.8 pm) es menor que el diametro de las
particulas (2 um) por lo que practicamente las particulas no pueden ocupar esta zona, lo cual
ocasiona que no exista un incremento en el coeficiente de dispersion tal y como sucede para la

segunda convergencia.
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4.4 Cuantificacién del nimero de particulas marginadas

en la red de microcanales

Una vez caracterizada la distribucion lateral de particulas se procedié a comparar el nimero
de particulas marginadas en las diferentes regiones del dispositivo con el objetivo de resaltar el
efecto tanto de las bifurcaciones como el de las convergencias. La marginacion esta definida como
el nimero de particulas que se encuentran a una distancia caracteristica de las paredes, a partir
de esta definicion y tomando en cuenta el ancho calculado para la capa libre de células se define
a la marginaciéon como el nimero de particulas contadas a una distancia de 10 pum respecto
a cada una de las paredes laterales. Para obtener una mejor comparativa en la migracién de
particulas se agregd una zona mas de analisis en el canal principal a 2.5 mm respecto a la entrada
del dispositivo. A partir de lo anterior, en la figura 4.20 se puede observar una comparativa del
niumero de particulas marginadas (puntos de color rojo) con respecto al niimero de particulas
en el resto de canal (puntos de color azul) en las dos zonas analizadas correspondientes al canal
principal, las cuales estan representadas en el eje horizontal de la grafica (1 corresponde a 2.5
mm, 2 corresponde a 1 cm respecto a la entrada). De igual manera, se observa como las particulas
a 2.5 mm se encuentran mayormente distribuidas alrededor del centro del canal. Sin embargo,
al recorrer una distancia longitudinal de 1 cm el nimero de particulas marginadas incrementa
significativamente con respecto a 2.5 mm. Este incremento es el resultado de la tendencia de las
particulas a migrar lateralmente debido a las colisiones con los globulos rojos, es decir, a mayor

distancia longitudinal recorrida, mayor
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Figura 4.20: Porcentaje de particulas marginadas en el canal principal. La zona 1 corresponde
a 2.5 mm respecto a la entrada y zona 2 a 1 cm.
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numero de particulas contabilizadas cerca de las paredes. Para los resultados posteriores, solo
se mostrard el nimero de particulas marginadas. Una vez cuantificada la evolucion del niimero
de particulas marginadas en el canal principal, se procedié a realizar el mismo procedimiento
en las zonas posteriores, es decir, en la zona de bifurcaciones (ver fig. 4.1 llave de color azul).
En la figura 4.21 se muestran estos resultados, donde la zona 3 y 4 corresponden a la primera y
segunda bifurcacion respectivamente. De manera consistente se puede observar un incremento
gradual conforme las particulas fluyen por las bifurcaciones, es decir, en la zona ntimero 3 el
namero de particulas incrementa ligeramente con respecto a la zona 2 (= 2 %). Esta tendencia
es atribuida a la distancia tan pequena que separa a ambas zonas de anéalisis (= 100 pm).
Sin embargo, en la zona 4 (= 1800 um entre ambas zonas) existe un incremento significativo
de aproximadamente 16 % con respecto a la zona anterior y del 18 % en comparacion con el
canal principal (Zona 2), es decir, en una menor distancia el ntimero de particulas marginadas
incremento6 en el mismo porcentaje en comparacion con el aumento entre la zona 1 y la nimero
2. Esta tendencia en el aumento del niimero de particulas marginadas refleja de forma directa el
movimiento lateral de las particulas, es decir, su difusién. A manera de elucidar si esta tendencia
es el reflejo de un aumento en el coeficiente de dispersion, se procedié a calcular y graficar este

valor para cada uno de las zonas analizadas, cuyos resultados se muestran a continuacién.
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Figura 4.21: Evolucion del ntimero de particulas marginadas (indicadas por los puntos de color
rojo) en las bifurcaciones del sistema (representadas por la zona 3 y 4).
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4.4.1 Variacion del coeficiente de dispersiéon como funcién del wall

shear rate

En la figura 4.22 se muestran los coeficientes de dispersion para cada una de las zonas
analizadas como funcion del wall shear rate, el cual fue calculado a partir de la ecuacion 4.2.
Esta expresion considera la relacion entre el alto y el ancho de un canal rectangular y fue
derivada a partir de la consideraciéon de las fuerzas involucradas en un elemento del fluido
[68]. Teniendo en cuenta lo anterior, se puede observar con bastante claridad que el coeficiente
de dispersion disminuye conforme las particulas van fluyendo a través de las bifurcaciones, es
decir, el incremento en el nimero de particulas marginadas no es atribuido a un aumento en
el coeficiente de dispersion. A pesar de lo anterior, obedecen a una relacion lineal respecto al
shear rate, en concordancia a la expresién para el calculo del coeficiente de dispersién como
funcion del volumen, shear rate y didmetro de particulas [20]. Estos resultados en conjunto con
los obtenidos para la CFL nos indican que el incremento del nimero de particulas marginadas
es debido a la distancia longitudinal recorrida por las particulas, los efectos geométricos, asi

como la presencia de globulos rojos.
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Figura 4.22: Coeficiente de dispersion en funcion del wall shear rate para cada una de las zonas
analizadas.
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4.4.2 Efecto de las convergencias en el nimero de particulas

marginadas: antimarginacion.

El dispositivo fabricado para el presente trabajo cuenta con una zona de convergencias, la
cual esta indicada por la llave de color verde en la figura 4.1. Tomando como referencia el niimero
de particulas marginadas en la segunda bifurcacion (ver fig. 4.21 zona 4), se puede observar como
este porcentaje comienza a disminuir al entrar en la primera convergencia (ver fig. 4.23 zona 5),
habiendo una reduccion de aproximadamente 13 % respecto a la zona que lo precede, lo cual es
el resultado de la distribucion previa de las particulas (en la segunda bifurcacion). Es decir, las
particulas que se encuentran previamente marginadas en la pared interna del canal que precede
a esta zona se redistribuyen hacia el centro de las convergencias, dicho de otra manera, de estar
marginadas pasan a una posicion de antimarginacion, lo cual genera la disminuciéon en el nimero
de particulas marginadas. Posteriormente, esta tendencia continta en la segunda convergencia
habiendo otra reduccion del 10 % en el nimero de particulas marginadas. Es decir, de haber un
60 % de particulas cerca de las paredes en las bifurcaciones este valor se reduce hasta un 38 %
al fluir por las convergencias. Con base en lo anterior, se puede deducir que tienen un efecto no
deseado en la marginacion. Posteriormente, se evalué el coeficiente de dispersion en la zona de
confluencias. Estos resultados se pueden observar en la figura 4.24 (zona 5 y 6 respectivamente).
Es evidente que pese a existir una simetria entre la zona de bifurcaciones y confluencias para un
mismo shear rate el coeficiente de dispersion incrementa en las convergencias con respecto a las

bifurcaciones, lo cual resulta ser no intuitivo debido a la reduccién en el nimero de particulas
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Figura 4.23: Numero de particulas marginadas a través de las zonas analizadas.
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Figura 4.24: Coeficiente de dispersion en funcién del wall shear rate para cada una de las

zonas analizadas. Los puntos de color negro representan a la primera y segunda convergencia
respectivamente.

marginadas. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados para el coeficiente de dispersion
como funcion del ancho de los microcanales en la segunda convergencia, es necesario evaluar la
distancia que le tomara a las microparticulas volver a migrar hacia las paredes a partir de la

siguiente expresion [31]:

Xop = =20

vy

(4.3)

donde (u) es la velocidad media y D, el coeficiente de dispersion de la CFL central de la
segunda convergencia. Sustituyendo los valores correspondientes se estima que la distancia que
le tomara a las particulas volver a marginarse es del orden de 2.12 mm. Con base en el valor
anterior, se puede deducir que la CFL central tiene una influencia positiva sobre la dinamica de
las particulas puesto que su coeficiente de dispersion incrementa significativamente alrededor del
centro del canal con respecto al resto del canal, lo cual indica que las particulas alcanzarian en
una menor distancia las paredes laterales de los canales, es decir, volver a marginarse. Tomando
en cuenta este valor, si se considera una distancia entre ramificaciones de una vasculatura real
(~ 0.2 - 1.2 mm) se puede deducir que el nimero de particulas marginadas en las bifurcaciones
(=~ 60 %) no volvera a recuperarse pese al incremento en el coeficiente de dispersion. Incluso,
si se considera una cascada de 4 confluencias se estima que la distribucion lateral de particulas
serd preferente en el centro del canal tomando en cuenta el efecto de antimarginacion que estas
tienen. Estos resultados podrian explicar algunas observaciones realizadas in vivo, donde se

ha reportado que la marginacion de particulas es menor en el lado venular (confluencias) con
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respecto a la zona arteriolar (bifurcaciones) [73][79]. Sin embargo, para corroborar la consistencia
del valor previamente calculado se realizé una cuantificaciéon adicional del nimero de particulas
marginadas a 600 pum respecto al inicio de la segunda convergencia, es decir, una distancia mas
realista con respecto a la separacion inter-ramificaciones. Este resultado se puede observar en
la figura 4.25 (zona 7), donde es evidente como empieza a ocurrir una recuperacion gradual del
numero de particulas marginadas pese a la distancia relativa tan pequena entre ambas zonas,

lo cual es el resultado del incremento en el coeficiente de dispersion en la CFL central.
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Figura 4.25: Porcentaje de particulas marginadas en las distintas zonas analizadas, el niimero 7
corresponde a una distancia de 700 pum respecto al vértice de la segunda convergencia.






Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

Los estudios reportados estan centrados en estudiar la marginacion de particulas a nivel de
vasos sanguineos (o microcanales) individuales, lo cual como primer acercamiento es interesante,
no obstante, es necesario analizar la dindmica de las microparticulas en redes vasculares
fisiologicamente mas realistas, las cuales estan caracterizadas por estar compuestas tanto
de bifurcaciones como de confluencias. Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo
se desarrolldo con el objetivo de encontrar los efectos de una red de microcanales sobre la
marginacion de microparticulas. Una de las aplicaciones de estudiar este efecto es el potencial
que tienen las microparticulas para ser utilizadas como acarreadores de farmacos. El objetivo
principal de este modelo es una liberacién focalizada de las moléculas de un farmaco, lo cual
reducirfa significativamente los efectos no deseados. Por otro lado, durante este trayecto (previo
a la liberacion del farmaco) estos acarreadores necesitan migrar hacia las células endoteliales
de los vasos sanguineos, a lo que se le conoce como marginacién. Posteriormente, existe un
segundo efecto conocido como adhesiéon el cual involucra la interacciéon farmaco-receptor, no
obstante, el objetivo principal del presente estudio se centra tinicamente en evaluar el efecto de
las redes vasculares sobre la marginacion de microparticulas. Para llevar a cabo este trabajo se
utiliz6 un modelo in vitro, cuyo objetivo era considerar tanto las ramificaciones presentes en las
redes vasculares asi como la distancias tipicas reportadas entre distintos vasos sanguineos. Para
elucidar lo anterior, se evalué tanto la formacion de la capa libre de células (CFL) asi como el
numero de particulas marginadas en distintas zonas de la red propuesta. Los resultados fueron

obtenidos a partir de la grabacion de videos y técnicas de anéalisis de imégenes. Con base en lo
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5.2. Perspectivas

reportado se concluye lo siguiente:

5.2

Existe una asimetria en la distribucion de globulos rojos lo que se ve reflejado en la
aparicion de una CFL central en la zona de convergencias lo cual difiere respecto a las

bifurcaciones.

La marginaciéon de microparticulas es geométricamente-dependiente lo que favorece a un
aumento en el porcentaje de particulas cerca de las paredes en las bifurcaciones. Por otro

lado, ocurre un efecto de antimarginacion en las convergencias.

La CFL central de las convergencias juega un papel importante en la dindamica de las
microparticulas incrementando el coeficiente de dispersion en esta zona. Por otro lado,
debido a la distancia entre ramificaciones no es posible volver a recuperar el nimero de

particulas marginadas.

Se caracterizaron los coeficientes de dispersion para las microparticulas en las distintas
zonas analizadas, lo que aporta informacion de suma importancia para la realizacion de
una simulacién que no tome en cuenta el modelamiento de los eritrocitos sino tinicamente

la dindmica de las particulas lo que reduciria significativamente el costo computacional.

Perspectivas

Realizar una simulacion computacional para explorar el efecto de la distancia entre
ramificaciones, para asi corroborar si los efectos geométricos prevalecen a distintas

distancias.

Corroborar si los coeficientes de dispersion reportados en el presente trabajo son suficientes
para simular la dindAmica de las microparticulas sin considerar a los glébulos rojos, es decir,

si se puede reproducir lo ya reportado.

Utilizar un modelo in vivo para corroborar que existe una CFL central en las vénulas de

la microvasculatura.
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