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Resumen

El presente Trabajo de Final de Grado estudia las bases de la microfluidica y sus
aplicaciones, en concreto en la fabricacién de microchips para deteccion de enfer-
medades. Para ello se ha realizado un revisién sistematica de los distintos tipos de
microchips existentes y, a partir de estos, se ha planteado un diseno original. Este
incorpora una serie de mejoras respecto a los anteriores y se emplearia para la detec-
cién del cancer de mama. Para el disefio del prototipo se ha empleado un software

de modelizacion llamado Blender y para la maquetacién uno llamado ideaMaker.

Palabras clave: Cancer, microchip, biomarcadores, modelizacién, polimeros.



Abstract

This Final Degree Project studies the basis of microfluidics and its applications,
specifically in the manufacture of microchips for disease detection. For this purpose,
a systematic review of the different types of existing microchips has been carried
out and, based on these, an original design has been proposed. This incorporates a
number of improvements over the previous ones and would be used for breast cancer
detection. For the design of the prototype we have used a modeling software called

Blender and for the layout one called ideaMaker.

Keywords: Cancer, microchip, biomarkers, modeling, polymers.
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1. Introduccion

En el presente trabajo se abordan las principales herramientas de las que dispone
la microfluidica como la ciencia que estudia la mecanica de fluidos, en canales de
tamano micro ( u, 107°m) o nano ( n, 107?m). Este tema cobra especial relevancia
hoy en dia porque “los chips microfluidicos, principal fuente de informacién en esta
aplicacion, facilitan la monitorizacion del paciente en casa, como por ejemplo se hace

hoy en dfa con el tests de COVID, el test de embarazo o los medidores de glucosa.” [1]

Ademas, “muchas aplicaciones tecnoldgicas involucran la presencia y el control
de fluidos, ya que las pequenas escalas permiten funciones que no son posibles a
grandes escalas, ademés de ofrecer economia en reactivos y la posibilidad de hacer
varios procesos simultdneamente” [2]. La eleccién de este tema se justifica por el
notable interés que despierta en la fisica médica y por su contribucion al avance
de esta disciplina, asi como de otras ciencias que han permitido el desarrollo de la
medicina tal como se conoce en la actualidad. El trabajo se estructurara en varios

capitulos con el fin de facilitar la exposicion de la informacion.

1.1. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo consiste en realizar una revision sis-
tematica del estado del arte de la microfluidica. Asi como recopilar los beneficios

que la microfluidica presenta, explicando sus aplicaciones en el laboratorio.

El objetivo especifico va dirigido hacia la modelizacién y produccién de un micro-
chip a escala. Para ello, se toma como base disenos existentes; radicando la origniali-
dad del presente trabajo en la incorporacién de nuevas caraceristicas para conseguir

microchips més eficientes.
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2. Estado del arte

Para introducir al lector en el tema, se podria decir de manera simplificada que
la microfluidica comprende todos aquellos procesos y cualidades que se dan cuan-

do se hace circular pequenas cantidades de liquido a través de canales muy estrechos.

Los primeros trabajos en microfluidica comenzaron en 1846 con las investigacio-
nes de Poiseuille. El médico fisiélogo llegd a emplear en sus experimentos tubos de
entre 30 y 50 um demostrando asi ecuaciones y comportamientos de gasto masico
y caida de presion en este ambito en particular. Se define gasto masico como la
“cantidad de masa que pasa por una seccién transversal por unidad de tiempo”[3].
Asi fue como se llegd a definir una de las variables mas importantes en el campo
de la mecanica de fluidos: la viscosidad. Se denomina fluido viscoso a aquél que
muestra una resistencia al fluir y sufrir deformaciones. Algunos de los experimentos

de Poiseuille fueron:

= Estudio del flujo laminar en tubos cilindricos: al estudiar el comportamiento
del flujo a través de estos tubos, observé que mediante un flujo laminar la
maxima velocidad se daba en la region central del canal mientras que en las

paredes el fluido se ralentizaba.

= Ley de Poiseuille: establece que: “El caudal Q de un flujo viscoso que fluye
a través de un tubo cilindrico es proporcional a la cuarta potencia del radio
del tubo y a la diferencia de presion entre extremos del tubo, ademas, es
inversamente proporcional a la viscosidad del fluido y su longitud” [4]. Es

decir:
T - T4(P1 — PQ)
8Ln

Q= (2.1)

A dia de hoy, esta ley es crucial en la microfluidica para disenar dispositivos
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que controlen el flujo de fluidos en estas escalas tan pequenas.

= Experimentos de viscosidad: Poiseulle realizé diversos experimentos para com-
probar que la viscosidad depende de la temperatura y de las propiedades parti-
culares del fluido. Algunos de estos se pueden replicar de forma casera como el

experimento de “Caudal de un fluido viscoso - ecuacién de Hagen-Poiseuille” [5]

» Estudio de la inercia y la viscosidad: estudio la relacion que hay entre fuerzas

inerciales y viscosas.

Por otra parte, hubo mas experimentos que marcaron el inicio de la microfluidi-
ca, destacando el programa APOLO en Estados Unidos. Este programa ayudo6 a
que los avances de la microfluidica comenzaran a expandirse globalmente. Este pasis
realiz6 una gran inversiéon econdmica ( miles de millones de ddlares), para la mi-
niaturizacion de calculadoras para su uso en el espacio. En los anos cincuenta, los
investigadores adaptaron tecnologias fotograficas para desarrollar la fotolitografia,
una ciencia que “utiliza la luz para producir peliculas finas con patrones precisos
sobre sustratos”[6] lo que permitié fabricar transistores a escala micro y dio origen
a la microtecnologia y la microfabricacién. A continuacién se muestra una imagen
para el mejor entendimiento de esta practica. Aunque este programa no estaba re-
lacionado directamente con los fluidos, impulsé avances tecnolégicos que facilitaron

la investigacion posterior en microfluidica.
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Figura 2.1: Muestra de cémo funciona la fotolitografia (Fuente: Un poco de ciencia,
por favor. Articulo: Fotolitografia, el cuello de botella de la fabricacién de chips)

Si bien es cierto que se desconoce el origen exacto de esta ciencia, en sus inicios
fue crucial una ponencia impartida por Richard Feynman en diciembre de 1959. Este
fisico tedrico estadounidense empled su conferencia como motor para conseguir que
méas gente se interesara en este nuevo campo de la fisica; remarcando la importancia
en el control de objetos y sustancias a muy pequena escala. Para ello, lanzé la
siguiente pregunta: ;por qué no escribir los 24 tomos de la enciclopedia britanica en
la cabeza de un alfiler? Esta charla iba dirigida a los preuniversitarios de la rama,
futuros cientificos en potencia, capaces de idear nuevos equipos de investigacion
basados en estos principios. Incluso ofrecié un premio econémico a aquellos que
consiguieran realizar alguna aportacion a cualquiera de las investigaciones que estaba
llevando acabo, por ejemplo: miniaturizar el contenido de la pagina de un libro y

leerla en un microscopio electrénico o construir un motor eléctrico de 0,256 cm?.
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Figura 2.2: Feynmann en la conferencia en la que planteé la primera pregunta
sobre la microcfluidica (Fuente: Las Clases de Feynman, 1: Ciencia, conocimiento y
entendimiento.)

Los primeros avances se produjeron gracias a los ingenieros electrénicos y mecani-
cos quienes trabajaron para hacer posible la construccion de dispositivos microfluidi-
cos. Poco tiempo después, los expertos en mecanica de fluidos sintieron curiosidad
por saber qué fenémenos podrian ser estudiados a muy pequena escala haciendo
asi que tanto matematicos como programadores tuvieran multitud de modelos que

demostrar y programar.

La primera vez que se desarroll6 un dispositivo lab-on-a-chip (dispositivos a pe-
quena escala capaces de hacer andlisis tipicos de laboratorio) fue en 1979, en la
Universidad de Standford, concretamente para su uso en la cromatografia de gases.
Se trata de “una técnica analitica comun que se utiliza para separar y analizar com-
puestos voldtiles y semivolatiles de una mezcla”[7]. Simultdneamente, aparecieron
los primeros trabajos relacoinados con la transferencia térmica en microcanales, en
los cuales se identificaron grandes divergencias entre trabajos de distintos autores.

De manera general se distinguen 2 tipos:

= Gases: donde debe vigilarse el efecto de la refraccion y el material utilizado, ya
que puede producir un deslizamiento en las paredes debido al nimero Knudsen
(Kn). Este caracteriza las condiciones de compresibilidad, el calentamiento

viscoso y la crepitacién térmica.[8]

= Liquidos:cuando no es posible obtener modelos continuos, se debe analizar

desde la perspectiva atomistica, ya que pueden haber deslizamientos igual que
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con los gases, solo que, ademdas hay que tener en cuenta la mojabilidad, la

hidrofobicidad e hidrofilicidad, la adsorcion y la electrocinética.

Independientemente de cada sistema, también se debe considerar la deformacién
de los canales a causa del flujo, su variaciéon de temperatura o las propiedades de la
sustancia empleada. De este modo, a finales de los anos 80, se pudieron ver avances
en estudios sobre estas nuevas caracteristicas y se empezo a desarrollar la micro-
fluidica tal y como la conocemos; dando lugar a la produccién de chips poliméricos.
Esta adaptacién, conocida como litografia blanda, permitié trabajar con polimeros
en lugar de silicio, la base de la microelectrénica, que aunque eficiente, exigia inver-
siones altas y conocimientos técnicos especializados. Haciendo ver asi que los chips
poliméricos son mas accesibles lo que conllevé a que la investigacion en este campo
se siguiera desarrolland; sumado al creciente interés por la produccion de dispositi-

vos a microescala.

Actualmente, gracias a los avances tecnolégicos entre ellos las impresoras 3D, se
pueden fabricar este tipo de dispositivos evitando los incovenientes de anos anterio-

res.

Todos estos modelos pueden llevarse a cabo a nivel fisico, o a nivel sistema. Si
se interpreta a nivel fisico se busca un comportamiento real en 3D de un continuo
a partir de la discretizacion del dominio a tratar, mientras que si se estudia a nivel

sistema se tiene el comportamiento conjunto de fluidos y canales.

Siguiendo con la revision en la década de 1990, la microfluidica siguié6 ganando
protagonismo. Se investigd y trabajo en la miniaturizacion de operaciones bioquimi-
cas, como la PCR (Polymerasa Chain Reaction, reaccién en cadena de la polimerasa).
Debido a que los microcanales de estos dispositivos tienen dimensiones similares a
las de las células, también se orienté toda esta investigacion hacia la biologia celu-

lar integrando en un tnico chip todas las fases del proceso, desde la recolecciéon de
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muestras hasta el andlisis final.

En la actualidad, se estan explorando las posibles aplicaciones de los sistemas
lab-on-a-chip. Para ciertos usos, esta tecnologia no solo destaca por su capacidad
de integracién y paralelismo, sino también por ofrecer un rendimiento superior en

comparacion con las tecnologias tradicionales.

Por otro lado, la microfluidica sigue en continua evolucion y estd impulsada
por avances tecnoldgicos y una creciente demanda en sectores como la salud, la
biotecnologia y la investigacion ambiental. Algunos de los campos en los que mas se

estd inviertiendo son los siguientes:

= Diagnéstico Médico: la microfluidica se utiliza cada vez més en diagnosticos
rapidos y portétiles en el punto de atenciéon (POC, Point Of Center), mediante
dispositivos en chip que analizan muestras complejas, especialmente ttiles en
enfermedades infecciosas y crénicas. Estas tecnologias fueron clave durante la

pandemia de COVID-19.

= Avances en Impresién 3D: la impresiéon 3D de bajo costo ha impulsado el
avance en la fabricacién de dispositivos microfluidicos, permitiendo el desa-
rrollo rapido y personalizado de chips ELISA, mezcladores y valvulas para

analisis clinicos.

= Nuevos Materiales y Fabricacién: los materiales poliméricos son los méas em-
pleados en microfluidica por su versatilidad y bajo costo, siendo ideales para

diagnosticos y aplicaciones en biotecnologia.

En definitiva, el impacto de la microfluidica en el campo de la Medicina incluye la
mejora en la rapidez y precision de diagnésticos, la personalizacion de tratamientos
y un aumento en la accesibilidad de tecnologias médicas. Esto la posiciona como un

motor clave para la innovacién en biotecnologia y medicina a nivel global.
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3. Fundamento teodrico

La microfluidica implica el estudio de los fluidos a una escala microscépica lo que
conlleva un comportamiento especial al pasar por conductos y canales de dimensiones
muy pequenas. En estos casos el flujo es de tipo laminar. Para determinar el tipo de
flujo se hace uso de una medida adimensional llamada “nimero de Reynolds” (Re)

, definido como:

(3.2)

Donde L es la distancia caracteristica, u es la viscosidad, p es la densidad y v es

la velocidad promedio de flujo del fluido.

Esta magnitud caracteriza como se desplaza el fluido y su valor inidica que tipo
de movimiento tiene lugar: laminar, de transicion o turbulento. Su caracterizacion

la encontramos es la siguiente tabla:

Laminar | Transicién | Turbulento

<1000 | 1000-3000 >3000

Tabla 3.1: Caracterizacién de nimero de Reynolds [9]. (Fuente: Elaboracién propia)

Debido a las reducidas dimensiones caracteristicas de los microcanales, el pardme-
tro L adquiere valores considerablemente bajos. Como consecuencia, el nimero de
Reynolds en este tipo de sistemas generalmente se mantiene por debajo de 100, e
incluso, se sitia por debajo de la unidad. Bajo estas condiciones, el régimen de flujo

es completamente laminar, sin que se produzcan fenémenos de turbulencia.

En régimen laminar las particulas se mueven de manera ordenada, describiendo
trayectorias paralelas y suaves; de manera que las distintas capas del fluido no se

mezclan, siguiendo caminos predecibles y uniformes. Este tipo de flujo es habitual
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cuando la velocidad del fluido es baja o su viscosidad es alta.

En el régimen en el que el flujo esta transicionando, aquel con un Re [1000, 3000]
hay algunas fluctuaciones intermitentes del fluido en un flujo laminar, aunque no es

suficiente para caracterizar el flujo turbulento.

Por otro lado, el régimen de flujo turbulento, se caracteriza por un movimiento
caotico de las particulas, siguiendo caminos entrecruzados e irregulares con zonas
de remolinos. Esto genera un mezclado constante del fluido, siendo trayectorias
dificilmente predecibles. La modelizacion de este comportamiento es mucho mas
compleja, dada la aleatoriedad de las trayectorias. La siguiente figura muestra el

flujo de cada régimen.

(a)

S —————————eE]

A ———— | "
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Figura 3.3: Visualizacion de la trayectoria de un trazador dentro de un tubo en
diferentes regimenes de flujo: (a) Laminar, (b) Transicién, (c¢) Turbulento (Fuente:
Ansys, Inc.)

De esta forma, el nimero de Reynolds constituye un parametro adimensional
que expresa la relacién entre las fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas presentes
en un flujo. Las fuerzas inerciales, situadas en el numerador de la expresién, repre-
sentan la tendencia del fluido a mantener su movimiento, mientras que las fuerzas
viscosas, ubicadas en el denominador, corresponden a los efectos de friccion interna
generados entre las distintas capas del fluido debido a su viscosidad. De este modo,
se establece que las fuerzas inerciales estan asociadas principalmente a la velocidad
del flujo, ya que esta facilita el movimiento de las particulas, mientras que las fuerzas

viscosas actian en sentido opuesto, limitando dicho desplazamiento en funcién de
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la viscosidad del fluido.

En contraste, cuando las fuerzas inerciales predominan sobre las fuerzas viscosas,
el nimero de Reynolds adquiere valores elevados. En estas circunstancias, la visco-
sidad del fluido resulta insuficiente para disipar las perturbaciones generadas en el
flujo, lo que da lugar a un movimiento cadtico caracterizado por la presencia de re-

molinos y fluctuaciones irregulares. En este régimen, el flujo se considera turbulento.

Nudmero de Reynolds
bajo

- A & [~ S
Numero de Reynolds Numero de Reynolds
intermedio alto

Figura 3.4: Flujo alrededor de un cilindro
(Fuente: Puc Rio)

Por tanto, “en microfluidica la fisica clésica sigue siendo valida pero el compor-
tamiento de los objetos microscopicos no es el mismo que el de los macroscépicos.
La importancia relativa de las distintas fuerzas cambia al reducir la escala” [10] lo
que quiere decir que en microfluidica se debe de tener en cuenta que algunas ca-
racteristicas fisicas uiversales a tamano real no se comportan igual que cuando el
tamano es diminuto. Este es el caso de la gravedad y la inercia las cuales en este
tipo de contextos, no tienen mucha relevancia; sin embargo, la tension superficial,

viscosidad y las fuerzas electrostaticas si la tienen.

En los sistemas microfluidicos, existen principalmente dos métodos ampliamente
utilizados para inducir el movimiento del fluido a lo largo de los microcanales: el

flujo impulsado por presion y el flujo electroosmético.
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= Flujo impulsado por presion: éste método consiste en la propulsién del fluido
a través del microdispositivo mediante bombas de desplazamiento, siendo las
bombas de jeringa una de las opciones méas comunes. La maquina usada para

tal accion puede verse en la siguiente figura.

Figura 3.5: Bomba de jeringa (Fuente: Parafarmic)

El uso de este sistema da lugar a un perfil de velocidades caracteristico en
el interior del microcanal, lo cual puede influir de manera significativa en la
distribucién espacial de las particulas suspendidas en el fluido. A continuacién
se muestra una figura del tipo de grafica que estas bombas generan. Como se
puede observar, el nimero 1 indica que el flujo aumenta, esto equivale a que la
jeringa esta inyectando el liquido en el volumen. El nimero 2 y 4 equivalen al
mismo movimiento pero en sentido contrario, siendo el 2 cuando a la bomba
le queda poco liquido y los 1ltimos mililitros no tienen tan buena precision.
Cuando la jeringuilla esta llegando al tope de su capacidad y hace un pequeno
rebote. Finalmente, el punto 3 indica un estado de transicién con pequenas

fluctuaciones.

Flujo volumétrico de una bomba de jeringa
20 r——@ ® ok
A
10 Lﬂ-@» ‘9,_”1,» —— M,-nﬂ.llr A T
I = ¥

T 45 60 75 20 105 120
1.0

Flujo {mil/min}

Tiempe (min)

Figura 3.6: Grafica del flujo de una bomba de jeringa. (Fuente: Bombas de infusién
externas, documento técnico. Rosaura Toribio Felipe.)

A pesar de esta caracteristica, el flujo por presién representa una solucién

rentable, eficiente y facilmente reproducible para el bombeo de fluidos en dis-
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positivos microfluidicos.

» Flujo electroosmético: la electrodsmosis se define como: “fenémeno mediante el
cual se produce el movimiento de las moléculas de agua gracias a la induccién
de un campo eléctrico en un medio poroso” [11] y es utilizado en numerosos
microsistemas. Existen numerosos materiales que al entrar en contacto con
una soluciéon acuosa, reaccionan quimicamente al instante y la superficie del
material adquiere carga eléctrica (como el 6xido de aluminio). Si un material
de este tipo es utilizado para la fabricaciéon de un microdispositivo, las paredes
de un microcanal tendran carga eléctrica y una doble capa eléctrica de iones

se formard sobre las paredes.

Durante la década de los anos ochenta y hasta mediados de los noventa, la es-
trategia principal en el campo de la microfluidica consistia en la miniaturizacién
de equipos convencionales para el control y bombeo de fluidos, tales como bombas,
valvulas y sensores, sin considerar las modificaciones en las propiedades fisicas que
este cambio de escala implicaba. En esta etapa, el silicio fue el material mas utilizado
debido a la amplia experiencia en técnicas de maquinado y fabricaciéon desarrolla-
das en la industria microelectrénica. Asimismo, al reducir las dimensiones de los
microdispositivos, la relacién superficie/volumen se incrementa notablemente. Esta
circunstancia provoca que las fuerzas viscosas adquieran una mayor influencia, difi-
cultando que bombas o actuadores mecanicos convencionales puedan desempenar las
mismas funciones que en sistemas a mayor escala. Frente a esta problematica, y con
el fin de satisfacer la creciente demanda de aplicaciones bioldgicas, se comenzaron a
investigar nuevos materiales para la fabricacion de microdispositivos, como siliconas
y plésticos compatibles con sistemas biolégicos, asi como nuevas modalidades de

funcionamiento, haciendo necesario el uso de materiales moldeables.

De este modo, se inici6 el estudio de sistemas de bombeo no mecanicos, carac-
terizados por la ausencia de partes moviles, asi como del tradicional gradiente de

presion generado a partir de chorros, microcanales o fuerzas cortantes, como ocurre
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en dispositivos basados en acelerémetros. En estos sistemas, las pérdidas principales
de energia no se atribuyen a vibraciones o fatigas térmicas, sino a la friccién. Asi-
mismo, comenzé a emplearse el bombeo electrocinético, que incluye fenémenos como
la electrodsmosis; la dielectroforesis, definida como el movimiento de una interfaz,
por ejemplo, una particula cargada, bajo la influencia de un campo eléctrico; y la
electromojabilidad, que consiste en la variacién de la tensién superficial al aplicar
un campo eléctrico o magnético. Estos mecanismos se encuentran condicionados por
fuerzas de tensién o mojabilidad, asi como por fuerzas centrifugas, acisticas, entre

otras.

No obstante, en el caso de los flujos de gases, existen fenémenos que no pueden
ser descritos mediante las ecuaciones clasicas de la dindmica de fluidos, ni es posible
aplicar las condiciones de frontera convencionales, como la imposicién de velocidad
nula en las paredes. Esto se debe a que las moléculas de los gases presentan un
recorrido libre medio A[m] considerablemente mayor que el de los liquidos. Por esta
razon, se utiliza un nimero adimensional diferente que permite clasificar los regime-
nes de flujo y determinar la transicién en el comportamiento del fluido, desde un
modelo continuo hasta uno molecular. Este parametro, conocido como ntmero de
Knudsen, se define como la relacién entre el recorrido libre medio A y una longitud

caracteristica del sistema, como puede ser el ancho o el largo del canal L:

K, = (3.3)

A
L

Esta expresién relaciona el recorrido libre medio A y la longitud caracteristica L
del sistema, indicando si se puede aplicar o no la hipotesis del continuo. “La hipote-
sis del continuo es una idea en la teoria de conjuntos que explora los tamanos de
los conjuntos infinitos. Parte de la observacion de que los nimeros naturales (X,
el infinito més pequeno) y los nimeros reales (el continuo, un infinito més grande)
tienen tamanos diferentes. La hipdtesis plantea que no hay ningtin conjunto infinito

cuyo tamano esté entre estos dos, es decir, que el siguiente tamano infinito después
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de (W) es el del conjunto de los niimeros reales.” [12]

Por otro lado, recordemos que el camino libre medio es la longitud que puede re-
correr una molécula antes de encontrarse con un evento de colisién con una segunda
molécula. Si la escala de longitud del sistema fluidico esté en el mismo rango que el

camino libre medio, es decir, Kn = 1, el fluido no puede ser tratado como un continuo.

Asi pues, el nimero de Knudsen es de especial interés cuando se evalia el limite
de los flujos de fluidos. En el caso del flujo en la frontera de un campo de flujo, las
paredes del canal estan fijas en el espacio y se considera que el liquido directamente
en contacto no se mueve. Esto se denomina condicion de frontera sin deslizamiento,
es decir, no hay movimiento relativo (deslizamiento) entre la pared y la capa de
fluido en contacto directo con la pared. Este es el caso en que la longitud carac-
teristica del sistema fluido es significativamente mayor que el camino libre medio.
El valor umbral asumido suele ser Kn < 0.001. Si la dimension caracteristica del sis-
tema fluidico se reduce a un valor cercano al recorrido libre medio, se producird un
movimiento relativo entre la pared y la capa de fluido directamente en contacto. El
rango caracteristico para el nimero de Knudsen es 0.001 < Kn < 0.1. En este caso,
se asume la condiciéon limite de deslizamiento. Para ntimeros de Knudsen superiores
a 0.1, no existe un continuo y la mayor parte del flujo debe caracterizarse mediante

métodos estadisticos. Se muestra una tabla resumen a continuacion

AL K,

17 < 0,001
=|= 1
1410001 <K, <01

Tabla 3.2: Relaciones entre A\, L y K,, (Fuente: Elaboaracién propia.)

En aplicaciones de fluidos en conductos con dimensiones convencionales, como
por ejemplo en sistemas de aire acondicionado, el valor del nimero de Knudsen es

cercano a cero. Sin embargo, al disminuir el didmetro del conducto, las moléculas
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pueden atravesar el microcanal sin interactuar entre si ni con las paredes del con-

ducto.

Dado que la relacién superficie/volumen aumenta conforme disminuyen las di-
mensiones de los canales, se vuelve sumamente dificil realizar procesos comunes
como la mezcla o dispersién de dos sustancias, principalmente debido a la accién
predominante de las fuerzas viscosas que dificultan la interaccién entre ellas. En
consecuencia, se han disenado diversos tipos de mezcladores destinados a mejorar la
eficiencia del mezclado. Entre estos se encuentran los mezcladores de burbujas, asi
como otros que incorporan modificaciones en las superficies de los canales, generan-
do flujos tridimensionales con caracteristicas complejas. A continuacién se muestra
una imagen de un mezclador de burbujas y un esquema de su funcionamiento. Estos

dispositivos crean una gran presion alrededor de la burbuja hasta hacerla explotar.

/d

Figura 3.7: Mezclador de burbujas real. (Fuente: Mezclador de liquidos
Microfluidics 7125-20. Exapro)
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mezclador estatico de vista lateral

ey TV 0T

mezclador estatico de vista frontal

Figura 3.8: Esquema del funcinamiento de un mezclador de burbujas. (Fuente:
Tecnologias innovadoras para generaciéon de nanoburbujas, Acniti.)

Por otra parte, para caracterizar la relacion entre el transporte convectivo, me-
canismo fisico mediante el cual se trasladan propiedades como el calor, el momento
lineal o la humedad a través del movimiento de la masa que compone un fluido (agua
o aire), y la difusién molecular, se utiliza el nimero adimensional de Peclet, definido
como:

wl

P, = 4
e (3.4)

Aqui D,, es el coeficiente de difusién molecular con un valor de [10~7, 10~°] donde
los valores menores corresponden a las macromoléculas, como las protefnas cm?/s.
Tipicamente u = [0,1, 1]em/s, y corresponde a la velocidad. L representa la longitud
caracterfstica de nuestro sistema y se mide en m. As{ P, oscila entre [10, 10°]. Esta
expresiéon también esta relacionada con el estudio de reacciones quimicas como el

cambio de pH, e incluso para la realizacién de andlisis de inmunoensayos.
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Figura 3.9: Esquema de difusién de un sensor “T” (Fuente: A. Hatch, E. Garcia
and P. Yager, Proc.IEEE 92, 126 139 (2004).)

Entre las aplicaciones mas investigadas y utilizadas en los ultimos anos se en-
cuentran los dispositivos tipo lab-on-a-chip (LoC). Estos sistemas integran en mi-
niatura los componentes habituales de un laboratorio convencional, como reactores,
calentadores, mezcladores, sondas, bombas, sensores, dispensadores, valvulas, filtros
y separadores, en un tunico dispositivo del tamano de una estampilla o tarjeta de
crédito. Esta significativa reduccién de tamano convierte a estos laboratorios en dis-
positivos portatiles, facilitando el anélisis inmediato de muestras, por ejemplo, en el

ambito de las Ciencias de la Salud.

Recientemente, las técnicas de deteccion electroquimica, tales como la ampe-
rometria, voltamperometria y mediciéon de conductividad, han despertado un gran
interés como métodos de deteccion en dispositivos LoC, debido a su compatibilidad
con electrénica de bajo costo y bajo consumo energético (del orden de uW a mW ).
En este contexto, la miniaturizacion y las fuentes de energia representan un desafio

para lograr la portabilidad efectiva de estos dispositivos.
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3.1. Fuentes de energia para dispositivos LoC.

Actualmente, los dispositivos lab-on-a-chip (LoC) son alimentados principalmen-
te mediante electricidad doméstica y baterias comerciales. No obstante, se han pro-
puesto nuevos enfoques conceptuales para el suministro energético, que abren la
posibilidad de desarrollar diagnésticos LoC més portatiles, con fuentes de energia
adecuadas incluso para entornos con recursos limitados. Los LoC se clasifican ge-
neralmente en tres categorias, segin las técnicas de alimentaciéon y su dependencia

energética:

1. Power-free (dispositivos pasivos, como los basados en papel)
Estos dispositivos no requieren una fuente externa de energia, ya que se basan
en fendmenos naturales, como la capilaridad o reacciones quimicas que ocurren
en materiales porosos como el papel. Estos sistemas son econémicos, portatiles
y faciles de usar, especialmente en entornos con pocos recursos. Entre ellos se

encuentran:

= Dispositivos microfluidicos de papel para diagndstico: usan materiales
como papel o textiles tratados con reactivos especificos. Por ejemplo:
dispositivos de diagnéstico rapidos (como los test de glucosa o las pruebas

de embarazo).

= Dispositivos de andlisis de agua: utilizan papel para poder detectar tipos

de contaminantes en el agua mediante reacciones quimicas.

= Test rapidos de enfermedades infecciosas: usan reacciones quimicas en
un dispositivo de papel para detectar la presencia de virus, bacterias o

parasitos sin necesidad de energia externa.

2. Dispositivos con baterfa (dispositivos auténomos alimentados por bateria)
Estos dispositivos tienen una fuente de energia interna, normalmente una ba-
teria, que alimenta componentes como bombas, sensores o elementos de calen-

tamiento. Son mas sofisticados y permiten una mayor precisién en el manejo de

29



fluidos y la deteccién de biomoléculas. Se citan a continuacién varios ejemplos:

» Dispositivos portatiles de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa):
estos dispositivos permiten la amplificacion de ADN o ARN para identifi-
car patégenos como bacterias o virus (por ejemplo, COVID-19). Necesitan

una bateria para generar el calor necesario para la reaccion.

= Sistemas microfluidicos de andlisis de sangre: pueden analizar diferentes
parametros de la sangre, como los niveles de glucosa, pH o concentraciéon

de iones, mediante un chip que se alimenta con una bateria.

» Biosensores portatiles: utilizados para monitorizar continuamente la glu-

cosa en pacientes diabéticos, alimentados por una pequena bateria.

3. Dispositivos basados en teléfonos inteligentes
Estos dispositivos utilizan los recursos de los teléfonos inteligentes como fuente
de energia y procesamiento. Usan la camara, el procesador y las capacidades
de conectividad del teléfono para capturar y analizar datos de la muestra en

el chip. Ejemplos:

= Espectrometros portatiles: dispositivos microfluidicos que analizan mues-
tras de fluidos (sangre, saliva, etc.) acoplados a la cdmara de un teléfono

inteligente para interpretar resultados a través de algoritmos de imagen.

= Pruebas rdapidas de diagnodstico conectadas a teléfonos inteligentes: se
usan para el andlisis de muestras biolégicas como orina o saliva. El teléfono
analiza el cambio de color de los reactivos en el chip, y proporciona un

diagnéstico.

= Microscopios de smartphone: usan la camara del teléfono para analizar
muestras microscopicas con LoC. Por ejemplo, dispositivos que permiten

detectar parasitos en sangre o muestras de agua.

A continuacion se muestra una tabla resumen con la informacién mas relevante

de cada tipo de dispositivo:
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Dispositivo Ventaja Desventaja

No necesitan energia externa
Menor precisién
Energy free Bajo costo
Menor control sobre el fluido
Facil de usar

Mayor control sobre el fluido Mayor costo
Bateria

Mas precision Depende de la duracién de la bateria

Basados en Alta capacidad de procesamiento
Depende de la disponibilidad del teléfono
teléfonos Conectividad
Puede requerir cableado o adaptadores

inteligentes | Integracién con aplicaciones moviles

Tabla 3.3: Comparacion de fuentes de energia.
(Fuente: Elaboracién propia)

Todos estos dispositivos se muestran viasualmente en la siguiente figura:

a)

Figura 3.10: Categorias de los dispositivos LoC: a) power-free, bioensayos en papel
[13], b) dispositivos basados en teléfonos inteligentes, LoC con dispositivo para
deteccién de fluorescencia acoplado a un smartphone [14], (c) dispositivos con

bateria, dispositivo LoC con bomba para manejar la entrada de liquidos con
baterfa externa [15]. (Fuente: Centro de investigacion y desarrollo tecnolégico en
electroquimica)

Entre las alternativas para el suministro de energia en estos dispositivos, se en-
cuentra el uso de celdas de combustible microfluidicas, las cuales resultan compa-
tibles con las técnicas de fabricacién y con la capacidad de miniaturizacién de los

dispositivos LoC. Estas celdas pueden disenarse para acoplarse y generar energia
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en momentos especificos, desconectandose posteriormente, o bien integrarse desde

el inicio en el diseno del dispositivo.

3.1.1. Celdas de combustible

Una celda de combustible o pila, es un dispositivo electroquimico que transforma
la energia quimica en energia eléctrica. Estd formada por dos electrodos, un énodo

y un catodo. Las partes de una pila son:

= Anodo: es la parte de la pila donde ocurre la oxidacion, es decir, se pierden

electrones; de manera que el electrodo se queda cargado negativamente.

= Catodo: es la parte de la pila donde ocurre la reduccion, es decir, se ganan

electrones. Este electrodo es positivo y atraerd los electrones hacia él.

= Anolito: es el liquido que rodea al dnodo y contiene iones del elemento que

se esté oxidando.

= Catolito: es la soluciéon que rodea el catodo y en este caso contiene iones del

elemento que se esté reduciendo.

El anolito y el catolito hacen que los electrones empiecen a desplazarse del anodo
al catodo. Cuando el elemento del anodo se oxida los iones se mueven hasta el anolito

dejando asi libres los electrones para moverse hasta el catodo.

e O .
U v
Anodo — I ]1— Catodo

Anolito  Catolito

Figura 3.11: Esquema de una celda de combustible. [16]. (Fuente: Centro de
investigacion y desarrollo tecnolégico en electroquimica.)

En cuanto a la fabricaciéon de microchips, hay dos tipos de pilas que se utilizan

con mayor frecuencia. Se describen a continuacién.
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3.1.2. Celdas de combustible microfluidicas

En las celdas de combustible microfluidicas, las dos soluciones, anolito y catolito,
circulan de manera continua a través del dispositivo, tal como se ilustra en la figura

correspondiente.

b 2 flujos laminares

Electrodo del anodo
Combustible Oxidante

Electrodo

el ctodo c Flujo combinado

Unién de combustible y oxidante

Figura 3.12: Estructura de microcelda con flujo laminar. b) los dos fluidos son una
membrana separandolos. ¢) fluidos mezclados [17]. (Fuente: Centro de investigacién
y desarrollo tecnolégico en electroquimica.)

Esta configuracién corresponde a un flujo co-laminar, lo que implica que las so-
luciones del anodo y del catodo no se mezclan, a pesar de la ausencia de una barrera

o membrana que las separe.

La celda de combustible microfluidica se analiza como un sistema tridimensional
con multiples interfaces: sélido-liquido (entre electrodos y reactantes) y liquido-liqui-
do (entre los reactantes). Opera en régimen laminar con bajo nimero de Reynolds,
donde predominan las fuerzas viscosas, lo que permite calcular con precision la ve-

locidad del flujo en microfluidos newtonianos.

3.1.3. Celdas de Combustible Microfluidicas Tipo Air-Breathing.

En este tipo de pilas, la reaccién de reduccion de oxigeno limita el desempeno
de las celdas de combustible, debido a que el oxigeno se difunde més lentamente en

agua que en aire (coeficiente de difusién en aire: 0,2 cm?/s; en agua: 2-107° cm?/s).

33



Las celdas tipo air-breathing permiten la entrada directa de oxigeno del aire,
mejorando su rendimiento. Segun la naturaleza de sus electrodos, las celdas de com-

bustible se clasifican en:

= [norganicas: ambos electrodos son inorganicos.

» Bioceldas: microbioldgicas (microorganismos catalizan reacciones, para baja
corriente y mayor tamano) y enzimdticas (usan enzimas y son aptas para

dispositivos pequenos).

» Hibridas: un electrodo biolégico y otro inorganico.

3.2. Materiales para la fabricacién de los chips

Los chips microfluidicos suelen estar hechos de vidrio, silicona, silicio y plastico,
aunque pueden tener componentes de papel como por ejemplo en medidores de pH.
Sin embargo, para el presente trabajo se ha utilizado plastico, concretamente el que
emplea una impresora 3D. El objetivo consiste en disenar y producir un prototipo de
manera econdémica y con un bajo consumo energético. A continuacion se describen

las principales ventajas y desventajas de cada material.

= Vidrio: se usa en microchips microfluidicos por su alta transparencia, permi-
tiendo observacion optica. Es quimicamente inerte, resistente a la mayoria de
los reactivos y ofrece una excelente estabilidad térmica. Sin embargo es fragil,

costoso de fabricar y més dificil de modificar que cualquier otro.

» Silicona: se utiliza por su flexibilidad, bajo costo y facilidad de moldeo. Ain
asi se han encontrado inconvenientes como: puede absorber compuestos orgéani-

cos, deformarse con el tiempo y es menos resistente quimicamente.

= Silicio: se emplea especialmente en aplicaciones que requieren alta precisién
y compatibilidad con semiconductores. Su principal ventaja es su rigidez, es-
tabilidad térmica y posibilidad de integrar sensores y electrénica, aunque es

opaco, fragil y costoso de procesar.
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La siguiente tabla muestra de manera resumida la comparativa entre materiales:

Material Ventajas Desventajas
Vidrio Alta transparencia para Fréagil; costoso de fabricar; dificil
observacién optica; de modificar.
quimicamente inerte; resistente a
la mayoria de reactivos;
excelente estabilidad térmica.
Silicona Flexible; bajo costo; facil de Absorbe compuestos organicos;
moldear. se deforma con el tiempo; menos
resistente quimicamente.
Silicio Alta precision; compatible con Opaco; fragil; costoso de
semiconductores; rigidez; procesar.
estabilidad térmica; posibilidad
de integrar sensores y
electronica.

Tabla 3.4: Ventajas y desventajas de los principales materiales empleados en
microchips microfluidicos (Fuente: Elaboracién Propia)

3.3.

Propiedades

En el presente epigrafe se describen en detalle las propiedades més importantes

que afectan a las celdas descritas en el apartado anterior.

s Rarefraccién

La rarefaccién [18], es el proceso por el cual un gas pierde densidad, provocando

su expansién y ocupando mayor espacio. Se transmite mediante ondas expansivas

y longitudinales, como las del sonido, que combinan rarefaccién y compresion. Un

ejemplo claro es la atmosfera terrestre, donde el aire en las capas altas esta méas

rarificado debido a la gravedad. El término puede referirse a la disminucion de

densidad en el espacio o en un momento especifico.
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Figura 3.13: Imagen de la rarefaccion.
(Fuente: Biblioteca digital del ILCE)

= Crepitacién térmica

La crepitacién térmica [19], en gases es la expansién y contraccién brusca de
burbujas gaseosas por cambios rapidos de temperatura. Este fenémeno, relevante en
sistemas térmicos y microfluidicos, genera vibraciones ttiles para manipular fluidos
o formar microburbujas. En canales microfluidicos, puede influir en la estabilidad
del flujo y facilitar el movimiento de fluidos mediante fuerzas generadas por las

variaciones térmicas.
= Mojabilidad

La mojabilidad [20], se define como la tendencia de un fluido a extenderse o adhe-
rirse a una superficie solida en presencia de otros fluidos inmiscibles. Por ejemplo,
en un sistema roca/aceite/salmuera (sal con agua), la mojabilidad es una medida
de la preferencia que la roca tiene por el aceite o por el agua. Es un factor impor-
tante en el control de la ubicacién, flujo y distribucion de fluidos. Por ejemplo: en
ingenieria petrolera, la mojabilidad se refiere a la medida de preferencia que tienen
las superficies porosas de la roca del yacimiento por la fase salmuera o por la fase
hidrocarburo; no describe el estado de saturacién, sino la preferencia de la roca a

ser mojada por un cierto fluido en presencia de otro inmiscible.

Asi pues, un material puede presentar diferentes grados de mojabilidad:
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» Mojabilidad por agua: un sistema roca/aceite/agua se considera mojado
por agua cuando el agua ocupa los poros mas pequenos y forma una pelicula
que cubre toda la superficie de la roca, mientras que el aceite se aloja en los
poros mas grandes como gotas sobre la pelicula de agua. Asi, el agua forma

una fase continua y el aceite una fase discontinua.

= Mojabilidad mixta: ocurre cuando los poros pequenos estan mojados por
agua y saturados con ésta, pero los poros grandes estan mojados por aceite.

El aceite forma una trayectoria continua a lo largo de la roca.

= Mojabilidad por aceite: en este caso, el aceite ocupa los poros pequenos y
el agua permanece en los poros mas grandes. El agua, como fase no mojante,
puede formar una fase continua en alta saturacion, pero al inyectarse mas
aceite y disminuir la saturacién de agua, esta pierde continuidad y queda en

forma de glébulos rodeados por aceite.

- Aceite. D Salmuera ( agua). . Granos de roca.

Figura 3.14: Representacién de los tipos demojabilidad de un sistema
roca/aceite/agua. (Fuente: Banco de imagenes de la Universidad Nacional
Auténoma de México.)

» Adosrcién

La adsorcion es un fenémeno fisico en el que un compuesto en fase liquida o
gaseosa entra en contacto con un solido adsorbente y se adhiere a su superficie
mediante fuerzas fisicas, sin intercambio de electrones, lo que lo hace un proceso
reversible. Es ampliamente utilizada para la purificacién de gases y liquidos. En la

industria, es comun el uso de columnas empacadas por donde fluye el liquido o gas
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a tratar.

Adsorciéon

Figura 3.15: Representacion de la adsorcién.(Fuente: Carbotécnica.)

= Flectrocinética

La electrocinética [21], es la rama de la fisica que estudia los fenémenos que pro-
duce la electricidad en movimiento en los mismos conductores. Involucra el estudio
de fenémenos en los que se utilizan campos eléctricos para manipular el movimiento
de fluidos y particulas. Las aplicaciones de la electrocinética se encuentran en diver-
sos campos, como la microfluidica, la biotecnologia y las ciencias medioambientales,
donde el control preciso del flujo de fluidos y el transporte de particulas es esencial

para realizar experimentos o desarrollar nuevas tecnologias.
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4.

Aplicaciones

Las distintas aplicaciones de los chips microfluidicos dependen de una serie de

normas que regulan sus propiedades. [22]

Propiedades mecanicas: equilibrio entre rigidez para estabilidad y flexibi-

lidad para adaptarse al flujo de liquidos.

Baja reactividad quimica: evitar interaccién o absorcion del fluido para

garantizar precision.

Resistencia a disolventes: materiales que soporten disolventes quimicos

fuertes sin degradarse.

Modificaciones superficiales estables: permitir control directo de liquidos

y fijacién de receptores bioldgicos.

Fabricacion eficiente: procesos rapidos y econémicos para facilitar escalabi-

lidad.

Diseno tridimensional: capacidad para gestionar multiples fluidos en es-

tructuras 3D con interconexiones.

Estas caracteristicas se combinan de distintas maneras segin la aplicacién, es-

pecialmente en diagnéstico médico.

Todas estas caracteristicas se reunen en un chip LoC, que recordemos es un

mecanismo en miniatura capaz de integrar trabajos de laboratorio en una tnica

plataforma a microescala. Es portatil y practico, y se utiliza habitualmente para

diagnodsticos médicos, pruebas en el punto de atencién e incluso para el control

ambiental. El esquema de funcionamiento de los LoC se muestra en la siguiente

figura:
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Suministro de reactivos

I
1

impulsos

»
sensor de lectura

3

desperdicios entrada de la muestra

filtro

fragmentacion

almacén de secado reactivo

reaccién/incubacién valvulas

mezclado almacén de liquido reactivo

inyeccién

Figura 4.16: Esquema de un LoC. (Fuente:
https://www.profesionalreview.com /2022
/10/09/microfluidos-cpu-son-el-futuro-de-la-informatica/)

El primer paso en el analisis mediante Lab-on-a-Chip es la preparacion de la
muestra. Esta se introduce en el dispositivo y posteriormente se somete a diversas
reacciones bioquimicas. Tras la preparacion, se aplica un método de detecciéon para
su analisis. En este proceso, los electrodos juegan un papel fundamental al suminis-
trar la corriente eléctrica necesaria para la deteccién. Ademas, dependiendo de la
aplicacion, las valvulas pueden activarse para transportar la muestra entre distintas
secciones del dispositivo. El liquido discurre a través de un circuito interaccionando
con los reactivos. Estos son los que proporcionaran la informacion en funcion de si
ha tenido lugar o no alguna reaccién. Todo este proceso requiere de energia tanto
para la obtencién de la informacién final como para transportar el liquido a través
del circuito. Es en este punto donde el presente trabajo propone una de las mejoras
de diseno: eliminar el uso de energia relacionado con el transporte del fluido. En vez
de depender de las celdas de combusutible o de diferencias de voltaje para hacer que

el fluido discurra por gravedad.
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% muestra (ejemplo: sangre)
\ l decomponedor orgdnico

‘ PCR reactivo

¢ i

marcadores, tintes

drea PCR i

deteccion SNP

extraccion

amplificador

deteccién

Figura 4.17: Pasos a seguir de una muestra de sangre en un LoC. (Fuente:
Profesional review.)

A continuacién, se presenta una descripcion de la utilidad de diferentes disposi-

tivos Lab-on-a-Chip especializados en tratamientos concretos:

= Diagnéstico de enfermedades infecciosas: dispositivos lab-on-a-chip que

permiten cuantificar la carga viral para monitorear infecciones cronicas.

= Secuenciacion del ADN: alternativa econémica y sencilla para identificar

mutaciones genéticas mediante dispositivos lab-on-a-chip.

= Analisis del microbioma: estudio de la comunidad microbiana en el cuerpo

humano, que supera en nimero de la poblacién celular.

= Seguridad alimentaria: deteccién réapida y econémica de patégenos como

salmonela en alimentos mediante dispositivos lab-on-a-chip.

A continuacién se describen las principales aplicaciones de estos dispositivos por

su relevancia a dia de hoy:

4.1. Cancer

Dicese del cancer como: “una enfermedad por la que algunas células del cuerpo

se multiplican sin control y se diseminan a otras partes del cuerpo.” [23]
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Gracias a los microchips, su facil transporte y bajo precio no solo se consigue
la deteccién de signos tempranos de cancer sino que, ademas, se desarrollan trata-
mientos personalizados. Esto se consigue “aislando algunas células y exponiéndolas
a medicamentos candidatos, asi se predice la respuesta del paciente” segin Ilescu,
investigador del Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo en Microtecnologias
IMT en Bucarest, Rumania [24]. El dispositivo analiza sangre, saliva u orina para
detectar células, proteinas o tejidos tumorales que pueden diseminarse en el cuerpo.
Esta tecnologia es poco invasiva, reduce molestias y permite examinar tumores de
dificil acceso, como en fetos no nacidos. La biopsia liquida ofrece una visién genémi-

ca integral del cancer, incluyendo su origen y posibles diseminaciones.

Existe una gran diversidad de canceres, lo que implica la presencia de méas de
1000 biomarcadores para su deteccién. Inicialmente, estos biomarcadores se han
clasificado en cuatro categorias para facilitar su uso, con miras a la personalizaciéon

del tratamiento para cada paciente. Estas categorias son:

1. Biomarcadores diagndsticos: permiten detectar la presencia de cancer o

diferenciar entre distintos tipos de tumores.

2. Biomarcadores prondsticos: predicen la evolucion natural de la enfermedad

sin tratamiento, como la agresividad del tumor o el riesgo de recaida.

3. Biomarcadores predictivos: permiten anticipar la respuesta del paciente a

un tratamiento especifico.

4. Biomarcadores de seguimiento: sirven para monitorear la eficacia del tra-

tamiento o detectar recidivas del cancer.

Al usar el microchip se puede combinar méas de un método de detecciéon aunque en
detrimento de la velocidad. Por otro lado, la sensibilidad se puede mejorar cultivando
biomarcadores para aumentar su concentracion. Un objetivo ambicioso a largo plazo

seria poder controlar los cdnceres méas comunes gracias a estos LoC.
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4.2. VIH

“El VIH ataca y destruye las células CD4 (linfocitos CD4) del sistema inmuni-
tario que combaten las infecciones.”[25] La pérdida de linfocitos CD4 dificulta la
lucha del cuerpo contra las infecciones y ciertos tipos de cdncer. Sin tratamiento,
el VIH puede gradualmente destruir el sistema inmunitario, lo que causa deterioro
de la salud y la aparicién del SIDA, que es la la fase mas avanzada de la infeccion
por el VIH. Con tratamiento, el sistema inmunitario se puede recuperar pero esta

enfermedad es de cardcter cronico.

Para supervisar la eficacia del tratamiento del VIH se mide la carga viral en el
torrente sanguineo, ya que un aumento puede indicar fracaso o resistencia al medi-
camento, senalando la necesidad de cambiar el fArmaco. Este monitoreo es costoso
en términos de recursos humanos y tecnolégicos. Para ello, los chips microfluidicos
permiten controlar la carga viral de forma mas econdémica y sencilla. Esta se mide
mediante PCR digital, una técnica que divide la muestra en numerosos pocillos,
cada uno con capacidad de una molécula. Al amplificar el material genético, se ob-
tiene una senal binaria en cada pozo (presencia o ausencia de la molécula). Esto es
complejo ya que la carga viral puede variar ampliamente, desde 50 hasta un milléon
de moléculas por mililitro, por lo que la prueba debe ser muy sensible y capaz de
manejar diferentes concentraciones. Para lograrlo, la muestra se divide en pozos de
distintos tamanos calibrados para detectar rangos especificos de concentracién. Asi,
cada volumen es sensible a un rango particular y el conjunto de todos los volimenes
proporciona una medicién precisa y mas completa que si se usara un solo tamano

de pozo.

Este chip en concreto se llama SlipChip y es un dispositivo de microfluidos desa-
rrollado por Ismagilov [26]. Funciona mediante 2 placas de cristal o pldstico super-

puestas en las cuales se inyecta una muestra de fluido, después se agita suavemente

43



para separar el fluido entre los pozos y se anade un movimiento de rotacién para
que determinados pozos entren en contacto y tengan lugar una serie de reacciones

quimicas.

4.3. Tuberculosis

Esta enfermedad afecta a mas de 3 millones de personas al ano; por ello se cre6
un dispositivo de diagndstico [27], que utiliza tecnologia basada en chip y dielectro-
foresis que hace posible la deteccion de la tuberculosis y la atencién al paciente en

regiones desfavorecidas.

El equipo de investigacion de tuberculosis de la universidad de George de Londres
y QuantumMDx, en Reino Unido, crearon un prototipo de sistema de laboratorio
en un chip de microfluidos llamado CAPTURE-XT [28] para analizar muestras de
esputo de personas con sospecha de tuberculosis. El sistema puede procesar esputo
solubilizado, aislar bacterias MTB para el examen visual sustituyendo asi la micros-
copia de frotis y también ofrecer una muestra purificada para confirmaciéon molecular
a través de PCR cuantitativo y para el andlisis genotipico de susceptibilidad a farma-
cos. CAPTURE-XT funciona segtn el principio de electroforesis, una técnica que
puede calibrar el dispositivo usado para atraer o repeler selectivamente particulas o
células especificas en funciéon de sus propiedades dieléctricas. La técnica captura y
concentra especificamente la bacteria MTB mientras se eliminan otros componentes

del esputo que no se quieren analizar.
Este dispositivo ha demostrado una concordancia completa con el diagnéstico de

cultivo a muestras con frotis negativo y una concordancia del 87 % para muestras

con frotis positivo (presencia de células tuberculosas).
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4.4. Secuanciacion del ADN

“La secuenciacion genética es una tecnologia que permite conocer y descifrar el
codigo genético que poseen todos los seres vivos. Se trata de ‘leer’ ese codigo, que
contiene informacion imprescindible para su desarrollo y funcionamiento, como si
de un libro de instrucciones genéticas se tratase” [29]. Estas senas de identidad, que
definen las caracteristicas y la ‘firma genética’ de los organismos bioldgicos, vienen

inscritas en moléculas llamadas acidos nucleicos, formadas por nucleétidos.

Un ejemplo reciente lo encontramos en 2020, ano en que se secuenciaron miles
de genomas completos del coronavirus SARS-CoV-2 a partir de muestras de pacien-
tes con COVID-19. Esta secuenciacién fue clave para identificar el virus, entender
su origen, transmisién y facilitar el desarrollo de tratamientos y vacunas. Se utilizé
tecnologia de microarrays, que permite monitorear simultaneamente la expresion de
miles de genes en células. Aunque esta tecnologia existe desde los anos 90, genera
grandes volimenes de datos altamente variables, lo que requiere andlisis estadisticos
rigurosos y un diseno experimental cuidadoso. Un microarray funciona depositan-
do pequenas cantidades de ADN (dianas) en una base de cristal mediante robots
de precision, permitiendo estudiar la hibridacion entre moléculas complementarias
del ADN. Un microarray tipico de 2 x 2em? puede contener mas de 10,000 dianas

organizadas en pequenos puntos.
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Figura 4.18: Ejemplo del funcinamiento de un microarray. (Fuente: Sagar Aryal,
created using biorender.com.)

De las células de las que se desea medir su expresion, se obtiene una muestra
de ARN que se convertird en ADN complementario y se marcard con una molécu-
la fluorescente que se denomina sonda. A continuacion se enfrentaran a las dianas
anteriormente mencionadas. Cada molécula de ADN complementario marcada de la
sonda se moverda por difusién hacia la diana que contenga su molécula complemen-
taria para hibridarse con ella y quedar fija alli. Transcurrido un determinado tiempo
para que todas las moléculas hayan hecho estos pasos, el microarray se lava y se
hace una medicién relativa de la cantidad de ADN de la sonda, el complementario,

que se ha quedado fijado en cada diana.

Existen 3 areas en las que los microarrays son muy ttiles:

1. Analisis del nivel de expresién génica: permite obtener datos sobre el
nivel de expresion de miles de genes con los que poder realizar estudios de
diagnostico y caracterizacion de tumores o tejidos identificando los genes que

modifican su expresion tras la administracién de farmacos.

2. Genotipificacién: detecta mutaciones de genes de interés o variante genética
y sirve para la deteccién de riesgo o para pacientes propensos a presentar

enfermedades.
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3. Deteccion del namero de copias del ADN: detecta ganancias o pérdidas
alélicas en miles de secuencias lo que permite obtener mapas cromosémicos
mucho mas detallados. Esta técnica tiene interés en el estudio del pronéstico de
tumores ya que esta asociada al dano genémico y puede ser 1til para detectar

oncogenes y genes supresores de tumores.

El diseno experimental de estos microarrays constaria del ADN complementario
que analiza simultdneamente dos muestras. Esto limita el tipo de estudios que se
pueden hacer, ademads, esta tecnologia es cara. De hecho, ya hay algunas técnicas
que pueden identificar genes que expresen de manera diferente en 2 tejidos a partir

de un solo array.

4.5. Analisis del microbioma

El intestino es un érgano complejo con una microbiota diversa que colabora con
las células intestinales para digerir alimentos y medicamentos. Alteraciones en esta
microbiota estan vinculadas a muchas enfermedades, como inflamatorias intestina-
les, obesidad, asma y cancer. Para estudiar mejor su funcién, la Universidad de
California desarrollé microdispositivos llamados Organ-on-a-chip, que reproducen el
ambiente intestinal mediante pequenos microcanales donde células y tejidos inter-
actian con nutrientes controlados [30]. Sin embargo, modelar la microbiota intestinal
es muy complejo debido a las condiciones ambientales tinicas de cada individuo. “El
cultivo de células intestinales en este entorno hace que se asemejen mas a la biologia
humana en comparacion con los cultivos celulares de laboratorio estandar” explica

el portavoz de este grupo de investigacién Amin Valiel [31].

Ademas, en el IMBIBE (“Bioelectronic System Technology, Sistema de Tecno-
logia Bioeléctrica” ) han podido reproducir componentes del eje microbioma-intestino-
cerebro. El proyecto pretende explorar como una barrera epitelial intacta, completa

incluso con su capa de mucosidad, es fundamental para que los microbios benefi-
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ciosos habiliten el intestino sin desencadenar el sistema inmunitario del hospedador
[32]. El equilibrio del intestino se basa en una barrera mucosa semipermeable en el
tubo gastrointestinal que permite el paso de nutrientes y moléculas esenciales a la
vez que impide la entrada de microorganismos patdgenos y toxinas. La alteracién

de este equilibrio genera una barrera permeable.

Mediante multiples tipos de células humanas se ha desarrollado un modelo de
Organ-on-a-chip del epitelio intestinal y la neurovascular para medir electronica-
mente la permeabilidad de la barrera tisular. Para ello, se construyeron matrices
porosas tridimensionales con polimeros conductores liquidos capaces de alojar y
controlar eléctricamente las células. Ademas se plantaron células del estroma de la
matriz porosa con células epiteliares o endoteliares superpuestas para formar la ba-
rrera gastrointestinal creando asi una resistencia eléctrica adicional a medida que se
diferenciaban. El crecimiento y la adhesién de las células a la matriz se registraron
mediante cambios en la conductividad del polimero medidos mediante espectroscopia
de impedancia eléctrica. Una vez estudiado este procedimiento se pudo estandarizar
y producir estos microchips, gracias a los cuales se pueden interpretar los resultados

desde el propio domicilio, sin necesidad de acudir a un centro médico.

4.6. Seguridad alimentaria

Los microchips también se utilizan para controlar la salud animal, asi como su
ubicacion. Generalmente se colocan en la oreja o en el estémago de los animales.
Estos chips funcionan con radiofrecuencia y sensores que registran datos, los cuales
son analizados por inteligencia artificial para ofrecer recomendaciones al ganadero.
Entre sus beneficios destacan el seguimiento en tiempo real para prevenir robos,
el monitoreo de salud y vacunacion, y la gestion de la trazabilidad en la cadena
alimentaria, garantizando la seguridad y facilitando el rastreo en caso de brotes o

problemas con los productos.
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5. Modelizacion del microchip

Una vez analizada toda la informacién anterior, la autora del presente TFG
plantea la modelizacién de un microchip original. La principal novedad radica en la
mejora energética que se espera obtener y su objetivo es poder hacer extensiva esta
ventaja a otros tipos de michochips. A continuaciéon se describe en detalle el proceso

de diseno y modelizacién.

En primer lugar, se propone que el microchip tenga mas de dos orificios conecta-
dos entre si para poder hacer mayor niimero de reacciones simultdneamente o poder
variar las cantidades de muestras. Se disena inicialmente una configuraciéon con una
cavidad central que se une a otras cavidades situadas en las esquinas de una base

cuadrada tal y como se muestra.

sl

Figura 5.19: Configuracién de los reservorios del microchip. (Fuente: Dispositivo
microfluidico modular. [33])

A continuacién se enumeran las partes del prototipo y se explican brevemente.

1. La base del conjunto. La cual no influye en la deteccion del flujo puesto que

unicamente aporta estabilidad al modelo.

2. La pared. Es la parte del diseno en la que se ubicaran los pozos de deteccion.
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3. Pozos de deteccién. La muestra discurrird a través de ellos.

4. Tapa. Sirve de tope a la pared y evita que la muestra sobresalga de los pozos.

En la siguiente imagen se pueden observar las distintas partes del modelo, a falta

de la tapa que no se imprimié para poder ver la seccién interna del diseno.

Figura 5.20: Partes de un microchip a escala x1200. (Fuente: Elaboracién propia.)

Este prototipo se ha disenado a una escala mayor (x1200) por facilidad de ma-

quetacion en la impresora 3D.

5.1. Materiales

A continuacién se describen los materiales empleados para el disenio e impresién

del prototipo.

= Ordenador portatil para el uso de los softwares. Cualquier dispositivo compu-

tacional con un sistema Intel Core i5 es adecuado.

= Impresora 3D RAISE3D Pro2 Plus. A disposicion en las instalaciones de la

universidad.

= Bobinas de filamento de la marca RAISE3D. Se trata de bobinas de plastico

reciclado que sirven de material para la impresion del prototipo.

» Software Blender. Es una aplicaciéon muy 1util para crear graficos 3D, que per-

mite modelar, texturizar, simular, renderizar en un entorno completo. Dado
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que los conocimientos de esta aplicacion eran muy basicos se consultaron dife-

rentes fuentes de informacién como tutoriales en internet que ayudaron con el

codigo. Puesto que el diseno esté dirigido a la deteccion del cancer de mama, se

dispusieron tantos pozos de detecciéon como biomarcadores requiere este tipo

de cancer, en concreto 7:

Receptor de estrégeno (ER): éste indica si las células dependen del
estrégeno, una hormona que se ha comprobado que influye en el creci-

miento de algunos tipos de cancer.

Receptores de progesterona (PR): igual que el anterior pero para la

hormona progesterona.

HER2/neu (ERBB2): esta proteina ayuda al crecimiento celular, si
se pone en el microchip las células de ese tumor crecen, en ese caso la

muestra estda contaminanda.
Ki-67: marca la tasa de poliferacion celular

P53: gen supresor celular involucrado en el control del ciclo celular. Este
ayuda a reducir la tasa celular maligna en un cancer de mama, y si el
biomarcador actiia correctamente en el microchip actuard de igual manera

con el paciente.

BRCA1 y BRCAZ2: estos dos genes son del tipo recuperadores de ADN,
se usan porque las mutaciones que cause el cancer pueden tener caracter
hereditario, causando asi més problemas en el paciente y en sus futuras
generaciones. Si estos genes reaccionan significa que la quimioterapia o el
tratamiento propio, dependiendo del estadio del cancer, puede emplear

estos genes para mejorar la salud genética futura.

Genotipo de expresion multigenética: evalta la expresion de varios

genes relacionados con recurencia y el beneficio de la quimioterapia.

A continuacién se muestra una seccién transversal (2D) del disenio del proto-

tipo, en el que se han incluido los 7 pozos descritos anteriormente.
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Figura 5.21: Modelo 2D del microchip final disenado (Fuente: Elaboracién Propia)

Posteriormente, este disenio en 2D se transformoé en uno en 3D mediante de
software Blender. Las siguientes figuras muestran varias etapas durante la fase

de disetio.

Figura 5.22: Prisma rectangular de partida e iconos del modificador (Fuente:
Elaboracién Propia)
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selected edges.

Figura 5.23: Ment listo para subdividir el prisma (Fuente: Elaboracién Propia)
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Figura 5.24: Subdivisiones del volumen (Fuente: Elaboracién Propia)

A mayor nimero de subdivisiones, mayor serd la resolucién del prototipo final.
Sin embargo, esto provoca que el archivo cueste mas renderizar. Por ello, se
hace necesario encontrar un equilibrio entre ambos parametros. La siguiemte

figura muestra este criterio de decisién:
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Figura 5.25: Comparacién de las divisiones en cada paso; la imagen a) muestra la
divisiones cuando el total eran 100, la imagen b) muestra el segundo paso cuando
se han aumentado 3 mas.(Fuente: Elaboracion Propia)

El siguiente paso consiste en anadir textura al prototipo:

Figura 5.26: Texturizacién del microchip (Fuente: Elaboracién Propia)

El resultado final se muestra en la siguiente fotografia:

Figura 5.27: Microchip final (Fuente: Elaboracién Propia)

A continuacién, este archivo (.blend) hay que exportarlo a un software la-

minador (guarddandolo como .stl) para poder utilizar la impresora 3D. Este
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programa (ideaMaker) se describe en el siguiente apartado.

Software ideaMaker 5.2.3. Es un software de laminado (slicer) desarrollado
por Raise3D que convierte modelos 3D en instrucciones G-code para impre-
soras 3D, permitiendo configurar parametros como velocidad, temperatura y
soportes de impresién. Esta aplicacion pudo ser utilizada gracias a los conoci-
mientos de un profesor experto en este campo. Dado que cada impresora tiene
una configuracién de partida distinta en funcién de sus caracteristicas, esta
aplicacion se tuvo que particularizar para la impresora que se empled en el

presente trabajo.

A Preparar para Laminar ? X

Seleccionar Plantilla |Grupo y Ajustes de Capa | Por Modelo | Impresién Secuencial

[Raise3D] Premium PLA 1.75mm

(&
@& [Raise3D] Premium PLA 1.75mm

Estandar - Pro2 Plus - PLA

Calidad
Capa

Carcasas 20
Relleno

Densidad de relleno 15%
Soporte

Generar soporte Ninguno

+ —  Editar co.. completa

Figura 5.28: Caracterizacién de la aplicacién ideaMaker para la impresora
empleada (Fuente: Elaboracién Propia)

Puesto que las dimensiones reales del microchip son diminutas, el siguiente
paso consistié en aumentar el factor de escala del prototipo. Se probaron dife-
rentes factores de escala y finalmente se decidié emplear un factor 500, como
prueba para ver si los pozos salian bien, uno de 100, para imprimir el micochip
a tamano real, y 1200, para el microchip de muestra. El factor de escala se

edita en el siguiente apartado.
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® tniciar Laminado

importar modelos

Dimension

World Transform | Local Transform

-ansform
2250 5 mm | 0000

78.700 mm 500.00

4886 mm 500.00

Pulgada la uniforme
Expandir al maximo

restablecer

Imprimibilidad

Figura 5.29: Microchip escalado (Fuente: Elaboracién Propia)

A continuacién se procede al laminado del prototipo.

@ Iniciar Laminado 1, Subir aimpresora ¥ 4% Cerrar

Figura 5.31: Laminado final a escala x100 (Fuente: Elaboracién Propia)
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Por 1ltimo, se guarda el archivo en un formato compatible con la impresora

3D y se pasa a la fase de impresion.

~+ importar modelos () Iniciar Laminado  [®] Exportar a...isco local ¥ % Previsualizar

[™ Exportar al disco local
T, Subir a impresora
@ Subir a RaiseCloud

Subir a otros
A Preparar para Lamin,

Figura 5.32: Microchip laminado y listo para exportar (Fuente: Elaboracion
Propia)

El software también proporciona informacion sobre el coste, peso del prototipo
y tiempo de impresion. Para ello, se hizo una simulaciéon con las dimensiones
reales que tendria el microchip y resulté un diseno de 0,4 gramos a coste de 1

céntimo y con un tiempo de impresién de 2 minutos y 26 segundos.

Tiempo: 2 minutos, 26 segundos

Material: 0.4 g/ 0.14 m

Precio: € 0.01

Figura 5.33: Tiempo y coste del microchip a escala real (Fuente: Elaboracion
Propia)

Finalmente se muestra el prototipo que se imprimio a escala para el presente
trabajo. Se trata de un microchip especializado en la deteccion del cancer de mama
junto a uno pequeno del tamano que debe tener un microchip como prototipo final

y una imagen comparativa de ambos.
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Figura 5.34: Imagen del chip de muestra (Fuente: Elaboracién Propia)

Figura 5.35: Imagen del prototipo del microchip (Fuente: Elaboracién Propia)
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Figura 5.36: Comparacién a tamano de los chips. (Fuente: Elaboracién Propia)
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6. Conclusiones

En esta investigacion se han expuesto las bases de la microfluidica y se han em-
pleado para el diseno de un microchip especializado en la deteccién del cancer de

mama.

Como se ha descrito en apartados anteriores, el diseno propuesto en el presente
trabajo aporta ventajas competitivas sobre otros ya existentes; por lo que se consi-

dera que se ha alcanzado el objetivo planteado inicialmente.

Tras explicar en detalle todo el proceso que se ha seguido para disenar el micro-
chip, se han conseguido unos resultados muy faborables: bajo coste, poco tiempo de
impresion y ligereza del modelo. Estas 3 caracteristicas son las que se buscan cuan-
do se trabaja con una gran tasa de pacientes. Ademads, este microchip no requiere
de energia para transportar el liquido como otros ejemplos que se han comentado.
Esto se consigue gracias a que su diseno permite introducir la muestra liquida en
el microchip a través de un orificio superior y su sistema de canales verticales hace

que la gravedad ayude a que el liquido pase por todos los pozos.

Durante el desarrollo de este trabajo, también se han tenido en cuenta los Ob-
jetivos de Desarrollo Sostenible (ODS): utilizar menor cantidad de material implica
menor contaminacion, y ademas el filamento empleado esta hecho de plastico reci-
clado. E1 ODS nimero 3: salud y bienestar; promueve una vida sana para todas las
edades. Todos los microchips contribuyen a esta causa puesto que su rapida fabrica-
ciéon implica entregar al paciente mas rapido el microchip y con este el diagndstico,
permitiendo avanzar con mas rapidez. E1 ODS 9: Industria, innovacién e infraestruc-

turas; el cual impulsa la creacién de ideas tecnolégicas. Estos microchips representan
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un avance en la innovacion cientifica y tecnolégica. La produccién y comercializacion
de estos fomentan la industrializacién sostenible al emplear plastico reciclado para
su constuccion. E1 ODS 10: Reduccion de las desigualdades; trata sobre las brechas
sociales entre colectivos. Los microchips portatiles y de bajo coste facilitan el acce-
so a diagnésticos en zonas con recursos limitados ayudando a tratar a personas en

situaciones vulnerables.

Por todo ello, se considera que el microchip planteado en la presente investigacion

aporta mejoras que pueden ayudar a la sociedad en su conjunto, siendo ademas, una

propuesta sostenible.
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7. Propuestas de mejora y futuras

lineas de investigacion

A partir del andlis realizado se identificaron diversas areas que presentan opor-
tunidades de mejora entre las cuales destaca el tamano del prototipo . Este es de-
masiado grande, aunque la idea fundamental era mostrar su funcionamiento. Sin

embargo, habria que estudiar la factibilidad de la modelizacion a escala real.

Tras terminar el modelo final se observé que el microchip podia hacerse mas del-
gado. Puesto que el disenio de los pozos es vertical, el microchip solo requiere ser un
poco mas ancho que los pozos, lo que nos permitiria optimizar su diseno y ahorrar

material.

Por otro lado, si se quisiera hacer funcional el microchip a tamano real, los
biomarcadores deberian de anadirse antes de la impresion 3D. El chip a escala ma-
yorada si tiene el tamano suficiente para realizar unos orificios con laser, introducir
los detectores y hacerlo de esta manera funcional. Sin embargo, este uso no estaria
destinado al &mbito médico por la gran cantidad de muestra que seria necesaria. En
cambio, si se podria emplear para el analisis de rios y océanos. El caracter sumer-
gible del chip lo hace adecuado para este uso, pudiendo detectar bacterias y otros

tipos de microorganismos.
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