E.T.S. de Ingenieria Industrial,

Informatica y de Telecomunicacién

Fabricacion y validacion de un dispositivo microfluidico con
capacidad de monitorizacion de oxigeno

Master en Ingenieria Biomeédica

Trabajo Fin de Master

Autor: Santiago Mafiosas Sanchez

Directores: Mauro Malve, Luis E. Serrano. l | p ‘ I a

Pamplona, junio de 2021

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa







TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEBN ... ittt rteirtaeestasestasestasstasstassstassstassstsssstssssessssessssesssstssssessssessssessssessssessesenssseas 1
Y ] Vot N 2
Objetivos, Motivacion, AlCance Y RESUITAAOS.......c.ceiieeereeiieenerteeeniertreeneerernneereeeseseessseesesnssessesnssessennssesssnaneeses 3
LiStA @ FiGUIAS. ..ceeeuueniiiiiiiiiiieiiiiiiinnieeesieesitnresaeesssesssnrsssassssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssesnnssssssssssnssnnnsssssssssnns 5
LTS o L= 1= o - 7
Abreviaturas ¥ STIMDBOIOS .......coiiiiiiiiiiiir s s s s s s e s s s s e s s anasssesssaaesnnnes 7
Capitulo 1. INEFOAUCCION. c. . ciieeeieeeineerieeneerttaneereenaneererassessenaseesernasessesnssessesassesesnassssesnsssssesnssesssnnsssesnnsanses 9
Capitulo 2. (00T 01 =0 3 11 oo T T TR PN 13
2.1. Breve historia de la experimentacion animal: ........cc.ceieiier e 13
2.2. EL PriNCIPIO B 135 BR: ciniiiiiiieiieeeiee ettt ettt ste e ettt et e e st e s ba e s bte e ateesabeesabeesnbaeessbeesabeesnbaesnbeeenens 14
2.3. Legislaciones actuales de la experimentacion animal: ........ccccveriiiiiieiee e 14
2.4.  Alternativas a la experimentacidn animal. In Vitro VS. IN ViVO: .........ccccevvuiiiiiiiiniiinieeciiee e 15
2.5. Y I Tol g} V] To [ ot O O PSP PP U P PPTRPOPPPPRTO 16
2.5.1. Caracteristicas de [a MiCrofluidiCa:.......cueeiieiie et 16
2.5.2. F Yo [TorToi ToT g TRy o] [ T T o - | L= 3SR 18
Capitulo 3. Métodos y materiales de fabricacion en microfluidica. .....ccccccirieiiiiiieiiiiiiniiiiiniininin, 23
3.1. Métodos de fabricacion de dispositivos microfluidiCos:.......cccveiiiiiiieeiiiiee e e 23
3.1.1. Litografia blanda (Moldeo de REPIICA):.....uiiiieiiie ettt e re e st e et e e srae e enee s 24
3.1.2. [ oYl = 0 Y Yo 1Y o = 3PP 25
3.1.3. Moldeo por microinyeccion (Microinjection Moulding): .......cccecieevieeiiiecsee e 26
3.1.4. T g o] f=T o T 11 | B H SRR 27
3.1.5. XUFOBrafia/LamiNACiON: .....ccueeiecie ettt ettt et e e te e te e te e be e be e te e teesbe e teesbe e beesbeesteesseassaessaenseans 29
3.1.6. Resumen de [0s procesos de fabriCaCion: .........eeeciiieiicciie e e 31

3.2. Materiales utilizados en la fabricacion de dispositivos microfluidicos:........cccceeevcieiiiicei e, 31
3.2.1. PIMIIVIAL ettt ettt ettt b e bt e b e bt e bt e b e e bt e bt e bt e bt e bt e bt e b e e bt e bt e nh e e eh e e eh e e nbe e beeehnenanenatas 31
3.2.2. L1 T PP P P PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRY 32
3.2.3. SO O PP PPTPRRPOPRN 33
3.2.4. L O PP P PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPRY 34
3.2.5. (6] 6 P O OO OO PO P PR PO PP PP 35
3.2.6. Tabla comparativa de los materiales estudiados: .......ccccveiiiiiie i 37
3.2.7. Ejemplos de dispositivos MicrofluidiCos: ........cueiiiiiier e 37
Capitulo 4. Fabricacion, validacion y uso en ensayos experimentales de un dispositivo microfluidico con
capacidad de monitorizacion de OXIZENO0. ....c..ciieeueirieenierrieenierernnerteraneereeneseesernssesserasessenssessesnssessesassesssnssenses 41
4.1.  Ambito del proyecto: colaboracién entre BEONCHIP Y PreSENS. ....c.cveveeieerieveeeeieieeieeeseeseseeseeeesesseseesesnenas 41

4.2. 127 =10 5101 T o AR PPPRRN 41



4.2.1. Presentacion de BEONCIID. ..ottt ittt ettt ettt et e e e st e s bae e sate e sabeesbeeenbaeesaeeas 41

4.2.2. Producto utilizado de [a empresa: BE-FIOW. .........oooiiiieei e e e e 42
4.2.3. Ejemplos del uso de sus productos en la bibliografia:.........ccocceeniiiniiiniii e, 43
4.3. Lo (ST L PP PSP PP PRSPPSO 44
43.1. Presentacion dE PrESENS: .....coi ittt ettt ettt ettt e ate e st e e s beesbbeesabeesabeeebeeenbaeesareas 44
4.3.2. Productos utilizados de la empresa: SensorPlugs, POF, OXY-4 ST, PMS2. ....cccevevviiiiiiieeeeeeececivneeen, 44
4.3.3. Ejemplos del uso de sus productos en la bibliografia:........cccoeveeiiiiiiecie e, 48
4.4, Objetivos, Metodologia Y Materiales: ......cccviiiiiiiiee ettt eeetre e e sbae e e b e e e e eabeeeesbaeeeeesreeeenans 49
44.1. B QUIPO FISIC0: et ittie e ettt cectee et e ettt eet e e et e e e st e e e e sab e e e e e bbeeeesabaeeeeasbaeeeasbeeeeasbaeeeasbaeeeanrseeesanrens 49
4.4.2. Yoy AV T Sl U1 A1 1Yo Lo PSRRI 52
4.4.3. Materiales de fabricacion UtiliZados: .........oooiiiiiiiiiie e s 53
4.5.  Consideraciones y estudios iniciales sobre la combinacién de ambos productos: ........c.cccovcveeriernniernnne. 53
4.5.1. Modificaciones necesarias €N €l BE-FIOW: .......cccuiiiiiiiiiiiiieeie ettt 54
4.5.2. Método de unidn de las capas del dispositivo microfluidico: ........ccoceevieeiviiinieinieneeec e, 56
4.5.3. Procesos de fabricacion diSeRados: ......c.c.ueiiiiiiiiiiiie e 56
4.6. (D LSIETg o] | Fo X e [l o o] o 14 o To L3PPSO 59
4.6.1. Prototipo con UNnidn Por @adh@SIVO: ......cccuiiii i e e e e e e e e snees 59
4.6.2. Prototipo con unidn por tErMOCOMPIESION: ......cccicvieeeeiieeeeeireeeectreeeeetee e e etreeeesraeeeesnbaeeeenareeeeenrens 60
4.6.3. BIECCION FINQL: ..t ettt e a e et e st e e e bt e e bee e saeeesnbeesabeeebeeeneeas 60
4.7.  Validacion del prototipo fiNAl: ......eei i e et e e e et b e e e et a e e e eeatae e e earaea s 62
4.7.1. Validacién de la hermeticidad y robustez del dispositivo final: ........ccccovveriieeini e, 62
4.7.2. Validacién de la biocompatibilidad del dispositivo final: .........cccoovveeeiiiiiieiiiee e, 62
4.7.3. Validacién de la capacidad de medida de los SensorPlug tras el proceso de fabricacion:............... 65
4.7.4. Consideraciones finales del producto desarrollado: .........ccuvvveiiieiicciee e 69
4.8. ENSAY0S EXPEITMENTAIES: ...oveiiiiiee ettt ettt e tee e et e e e et e e e e baee e e ataeeeesreeeesataeeeenaraeesenteeesanrens 69
4.8.1. (0] o [ 8\ e R A A1V (=Y e e [l =T 0 1Y 1Y/ L3RS 69
4.8.2. Ensayo experimental en condiciones de hipoXia:........ccccvveeeeiieeieiiiiee et 70
4.8.3. Valoracidn de la capacidad de reutilizacion del dispositivo final: .........ccccoevieeieiciie e, 73
4.8.4. Conclusiones sobre 10s ensayos eXPerimentales:.......ccivviiiiieeieiiieeeeereee et eeree e e earee s 76
Capitulo 5. Conclusiones y liNeas fULUIAs. ........cceeciiiiiiiiiiiiiiiiric et rerese s rsnssessesessesssnsssssesnsssssenes 77
5.1, CONCIUSIONES AEI PrOYECLO ...uvviiiiieeeeeitieeeceitee e ecttee e ettt e e eetbeeeesbaeeeestteeeesabeeeesnbaeseeastaeeeasbaeeessaneesanraneeanns 77
5.2. LINEAS FULUIAS: ..ttt ettt ettt e at e e st e et e e e bt e e bt e e s beeeabeeeabeeeabeeesbeenbeeanbeesabeennses 79
REFERENCIAS ....cuuuuuuuuuuuuuuuuiinisisisiississisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 81

ANEXO I: FICHAS TECNICAS DEL PRODUCTO DE BEONCHIP Y PRESENS.

ANEXO II: FICHAS TECNICAS DEL EQUIPO UTILIZADO EN LOS PROCESOS DE FABRICACION, VALIDACION Y
EXPERIMENTACION.









Fabricacion y validacion de un dispositivo microfluidico
con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

Santiago Mafiosas Sanchez

santiago.manosas@unavarra.es

Departamento de Ingenieria
Universidad Publica de Navarra
Calle Catalufia, S/N

Pamplona, Navarra (Espafia), 31006

Resumen

La creciente preocupacion por el bienestar animal ha hecho que précticas comunes en el ambito cientifico como
puede ser el uso de modelos animales para la observacion de la toxicidad de ciertos productos o tratamientos
novedosos se hayan puesto en entredicho, creando un debate ético y llevando a la aparicion de diversas
regulaciones por parte de los principales organismos internacionales. En respuesta a esto, los ensayos
experimentales in vitro y mas especificamente el uso de plataformas microfluidicas con este fin han sufrido un
desarrollo impresionante, al ser considerados una alternativa viable a estas practicas. En este proyecto se
analizara brevemente la historia de la experimentacion animal y la llegada de los ensayos in vitro como
alternativa a su uso. Analizando la microfluidica como una alternativa ventajosa a los cultivos celulares
tradicionales, se estudiaran tanto los procesos de fabricacion seguidos para el desarrollo de los dispositivos
microfluidicos en todos sus ambitos de aplicacion como los materiales mas utilizados para la fabricacion de
dispositivos microfluidicos plasticos. Finalmente se estudiard en detalle el desarrollo y validacion de un
novedoso dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno para su uso en la medicion de
la adaptacion del medio celular a cambios bruscos en el oxigeno ambiente. A raiz de estas mediciones se extrae
la conclusion de que sin el uso de medios externos para reducir la cantidad de oxigeno disuelto en el medio la
adaptacion de éste al oxigeno ambiental resulta muy lenta, lo que en un ensayo real podria llevar a errores en
los resultados obtenidos.
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Abstract

The increasing concern about the animal’s welfare has put the spotlight in common scientific practices such as
the use of animal models in scientific testing to analyze the toxicity of new products or medical treatments,
creating an ethical debate and leading to the legislation of some regulations from the main international
organisations. As an answer to this concern, in vitro experimental testing and in particular the use of microfluidic
platforms to that end have suffered and incredible development, as they are considered viable alternatives to
those practices. In this project, a brief analysis of the animal experimentation’s history will be done, as well as
the arrival of in vitro experimental tests as an alternative. Analysing the use of microfluidics as an upgrade to
traditional cell cultures, this work will study the main microfluidic devices’ fabrication processes in all its range
of application as well as the main materials used for the fabrication of plastic microfluidic devices. Finally, a
study about the development and validation of a novel microfluidic device with oxygen monitoring capacity to
measure of the adaptation of the cellular medium in response to rapid changes in environmental oxygen. From
these measurements, it is concluded that without the use of external procedures to reduce the dissolved oxygen
concentration in the medium its adaptation to environmental oxygen concentration is too slow, fact that in a real
assay could lead to errors in the results.
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Objetivos

El principal objetivo de este proyecto es el desarrollo de un dispositivo microfluidico con capacidad de
monitorizacion de oxigeno para su uso como plataforma de cultivo celular dentro del marco de los modelos
OoC en el campo de la biomedicina.

Motivacion

La microfluidica trae ciertas ventajas al mundo de la biomedicina, y especificamente los modelos OoC suponen
un gran avance con el fin de evitar el uso de modelos animales: No solo son capaces de reproducir la jerarquia
celular de distintos tejidos bioldgicos, sino también de simular las condiciones fisioldgicas al aplicar estimulos
eléctricos, mecanicos o quimicos a las células estudiadas. A raiz de esto, este proyecto posee 2 motivaciones
principales: Por un lado, el gran abanico de aplicaciones que la microfluidica tiene en el ambito de la
biomedicina a modo de plataformas automatizadas para cultivos celulares y de modelos OoCy, por el otro, el
estudio de una de las principales alternativas al uso de modelos animales en la practica cientifica

Alcance

El dispositivo microfluidico desarrollado en este proyecto debera ser completamente funcional, ademas de
cumplir los requisitos de fabricacion y de uso establecidos. Asi, el alcance de este proyecto serd el desarrollo
de un proceso de fabricacion reproducible, la realizacién de unas pruebas de validacion seleccionadas para
estudiar su robustez y la fiabilidad en su uso y la obtencién de resultados experimentales. Este ensayo
consistird en un estudio de la evolucién y del tiempo de adaptacién de la concentracién de oxigeno de las
muestras en distintos ambientes, simulando lo que ocurre durante un ensayo de hipoxia. De aqui se pretenden
extraer conclusiones relevantes sobre los protocolos seguidos para el desarrollo de estos estudios.

Resultados

Del desarrollo de las 3 pruebas de validacion se observa que el dispositivo creado es robusto, biocompatible y
fiable: Aguanta una presion interna de hasta 2 bar, no produce citotoxicidad en un cultivo celular de la linea
Caco-2 y sus sensores mantienen la misma capacidad de medida original. Se trata asi de un dispositivo en TRL-
4 tras haber sido validado en laboratorio. Tras el desarrollo del estudio experimental en condiciones de
normoxia e hipoxia con muestras tanto liquidas (medio de cultivo) como gaseosas (aire) se concluye que en el
caso de utilizar muestras liquidas existe un tiempo de adaptacién de 17 horas como minimo para llegar a las
condiciones ambientales requeridas, e incluso tras este tiempo la concentracidn ambiental de 1% no se
alcanza (se queda en 4%). Es por eso por lo que para obtener resultados correctos y reproducibles los ensayos
en hipoxia deberian tener una duracion considerablemente mayor a las 17 horas que durdé el estudio en este
proyecto.
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Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

Capitulo 1. Introduccion.

Sin duda, uno de los campos que mas desarrollo ha sufrido en el ultimo siglo ha sido el de la medicina. Los
avances tecnoldgicos actuales han permitido el desarrollo de nuevos tratamientos, medicamentos, productos
y protocolos de higiene, cada vez con tiempos de desarrollo menores obteniendo resultados igualmente
satisfactorios (tal y como se ha visto durante la actual pandemia de la COVID-19 en el desarrollo de las distintas
vacunas) y consiguiendo que la salud global y la esperanza de vida mejoren de manera considerable.

Este desarrollo incansable estd a cargo de campos cientificos como son la quimica o la biologia. Estos campos
estdn constantemente estudiando la aplicacion de nuevos compuestos naturales y sintéticos para el
tratamiento de distintas afecciones, intentando encontrar alternativas que solucionen problemas especificos.
No obstante, con el fin de certificar que los tratamientos ideados funcionen correctamente en sujetos
humanos, anteriormente han de pasarse distintas pruebas de validacién de modo que se vea que éstos no
resultan toxicos o incluso mortales para el organismo.

Es aqui donde aparece uno de los mayores dilemas morales y éticos de la practica cientifica: La
experimentacion animal. En el afio 2017, un estudio estadistico de la UE reveld que un total de 9.388.162
modelos animales habian sido utilizados ese afo por primera vez con fines de investigacion y ensayo [1]
destacando el uso de modelos murinos (Fig. 1.1). Si bien esta cantidad resultaba menor que en el afio 2016,
su magnitud no evita cuestionarse si este tipo de practicas son éticamente correctas incluso con el fin que
poseen, dadas las situaciones en las que estos animales se ven involucrados o sus condiciones de vida. Es tal
el problema que existe que diversas organizaciones mundiales han regulado estas priacticas, incluyendo como
uno de los puntos de sus proyectos estratégicos la reduccion del uso de modelos animales para fines
cientificos.

Como respuesta a este dilema, otro tipo de estudios se han comenzado a desarrollar como alternativas viables
o complementarias a la experimentacidn animal. Es el caso de los ensayos in vitro, que en contraposicién con
los ensayos in vivo en animales abogan por el uso de cultivos celulares sintéticos para el estudio de nuevos
tratamientos médicos o del comportamiento celular en general. Estas practicas no son tan nuevas como se
esperaria, pues llevan décadas llevandose a cabo en el campo biolégico y actualmente forman parte de todos
los procesos de validacion de nuevos tratamientos. Sin embargo, no llegan a sustituir totalmente a la
experimentacion animal debido a la dificultad de desarrollar de manera sintética tejidos u érganos bioldgicos,
evitando que se obtengan resultados concluyentes.
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Es en este ambito donde el uso de la microfluidica resulta cada vez mas interesante. Contando con infinidad
de aplicaciones en distintos ambitos, uno de los mas relevantes en la actualidad es su uso como plataforma
de cultivo celular para el desarrollo de ensayos in vitro. Aqui, la cantidad de publicaciones sobre el uso de la
microfluidica ha aumentado un 250% en los Ultimos 10 afios, poseyendo un crecimiento constante en
respuesta a su utilidad como plataformas de cultivo celular. La microfluidica aportaria muchas ventajas al
campo de los ensayos in vitro, sobre todo en lo referente al control de las condiciones de ensayo, a la capacidad
de organizar distintos tejidos de forma jerarquica para asemejar en modelos de laboratorio el comportamiento
fisiolégico de distintos 6rganos humanos o animales, o la capacidad de crear ambientes biomiméticos
aplicando estimulos de distintos tipos a las células estudiadas. Se crea asi el concepto del OoC (Organo en un
chip, haciendo referencia a un dispositivo microfluidico de pequefio tamafio).

Este concepto, de llegarse a desarrollar en su totalidad, podria suponer el fin de la experimentacién animal tal
y como se conoce. Es por eso por lo que se estd invirtiendo mucho en él, tal y como muestra el incremento
exponencial en las publicaciones sobre el tema. Ademas, este incremento es alin mayor desde la regulacion
del uso de modelos animales para la experimentacién por parte de la UE en 2010 [2], lo que reflejaria una
busqueda activa de alternativas a este tipo de practicas. Por otro lado, tal y como se indica en el informe de
mercado sobre el OoC llevado a cabo por Allied Market [3], se espera que el valor de este campo sufra un
crecimiento entre los afios 2016 y 2023 desde los 5 millones de ddlares hasta los 170 millones de délares,
respectivamente, siendo asi un campo con un horizonte muy prometedor.
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Fig. 1.1. Gréfica que muestra el numero de animales utilizados por primera vez con fines de investigacion y
ensayo en el ano 2017 en la UE. Extraido de [1].

Partiendo de lo anterior, en el presente trabajo se desarrollardan estos temas mas a fondo. Se expondra
inicialmente un breve resumen sobre la historia de la experimentacidon animal mundial, presentando distintas
iniciativas para reducir el uso de estos modelos de laboratorio y centrdndose en la experimentacién in vitro.

Se introducird el campo de la microfluidica como plataforma de experimentacion in vitro, hablando
brevemente sobre la evolucion de este concepto desde sus inicios y las principales caracteristicas que poseen
los fluidos a la escala micrométrica en comparacién con sus propiedades macroscépicas. Se trataran sus
aplicaciones actuales en los distintos ambitos cientificos, destacando su uso en el campo de la biomedicina
como plataformas de cultivo celular. Se pasard a estudiar con mayor detalle los distintos métodos de
fabricacion utilizados para el desarrollo de este tipo de dispositivos, asi como los materiales mas utilizados
para ello. Se excluirdn de este analisis los dispositivos basados en papel al basarse en unos conceptos de
funcionamiento y de fabricacién diferentes, centrandose Unicamente en los dispositivos poliméricos.
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Finalmente se explicard paso a paso el desarrollo de un dispositivo microfluidico novedoso con capacidad de
monitorizacidon de oxigeno en la empresa BEOnChip de Zaragoza. Se comenzara con una breve presentacion
de las empresas a partir de cuyos productos se desarrolla el dispositivo, analizando detenidamente cada uno
de estos productos y estudiando algunos ejemplos sobre su uso. Se estudiard posteriormente el proceso de
fabricacion y validacién del dispositivo, finalizando con su uso en pruebas experimentales enfocadas
principalmente al analisis de la adaptacién del medio celular ante un cambio brusco en la concentracion de
oxigeno ambiente.

Se concluira el proyecto con una discusion sobre los resultados obtenidos en las pruebas experimentales y su
repercusion, extrayendo finalmente una serie de conclusiones de todo el proceso de fabricacién. Se indicaran
posibles lineas de investigacidon futuras a partir de las cuales desarrollar mas el dispositivo creado, haciendo
hincapié es el desarrollo de métodos de fabricacion mas fiables, eficientes y reproducibles para conseguir
mejores resultados y asi ampliar su espectro de aplicacion.
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Capitulo 2. Contexto Historico.

2.1. Breve historia de la experimentacion animal:

El uso de modelos animales para la experimentacidn cientifica es algo que se lleva haciendo desde tiempos
inmemoriales. Los primeros registros sobre el uso de animales para la experimentacion cientifica datan del
500 A. C., en la Antigua Grecia, donde se realizaban vivisecciones con el fin de comprender los mecanismos y
las funciones de los organismos vivos [4], [5]. A partir de aqui, la creencia de la superioridad del ser humanoy
de la incapacidad de los animales para sentir llevé a su uso indiscriminado con el fin de desarrollar el
conocimiento cientifico. Célebres cientificos y fildsofos hacian uso de modelos animales con fines cientificos:
Francis Bacon (1561 — 1626) defendia el uso de la viviseccion como método de aprendizaje cientifico [5] o
René Descartes (1596 — 1650) llevaba a cabo vivisecciones indicando que si bien los animales podian sentir o
sufrir, no podian experimentar de manera consciente esos sentimientos al no razonar, considerandolos
“autdmatas” o “mecanismos vivientes” [4], [5]. A lo largo del renacimiento, los animales eran asi tratados
como instrumentos al servicio del conocimiento humano, con los cuales se podia actuar como se quisiera. No
obstante, era reconocido que la crueldad hacia los animales podria llevar finalmente a la crueldad hacia los
seres humanos, siendo Tomads de Aquino (S. XIll) o Kant (1724 — 1804) defensores de este precepto [5]. Aun
asi, el uso de modelos animales llevd en esas épocas al descubrimiento de grandes hitos de la anatomia
humana, como fue el caso de William Harvey (1578 —1657) y su descripcién del circuito circulatorio, asi como
el descubrimiento de que la sangre era bombeada por el corazén y no por los pulmones [4], [5] . Fue en esta
época cuando Johann Wepfer (1620 — 1695) comenzé con el desarrollo de estudios en animales sobre la
toxicidad de ciertas sustancias [5]. A partir de este punto, la utilidad de los modelos animales en la
investigacion cientifica comenzd a ser demostrada, pese a la existencia de figuras importantes como Jean
Riolan, Jr (1580 — 1657) o Edmund O’Meara (1614 — 1681), que afirmaban que la tortura a la que se sometia a
los animales alteraba los resultados obtenidos, invalidandolos [6]. Asi, destacarian personalidades como
Claude Bernard (1813 — 1878), fiel defensor de la experimentacién animal y uno de sus mayores promotores,
y Louise Pasteur (1822 — 1895), siendo este ultimo conocido principalmente por la pasteurizacion o por el
estudio y tratamiento de diversas enfermedades infecciosas (por ejemplo, la rabia). Hitos posteriores
conseguidos por medio de estas practicas fueron, por ejemplo, el desarrollo de los sistemas de dialisis, la
guimioterapia, la radioterapia o ciertos avances en cirugia, lo que contribuye a la salvacion de un nimero
incontable de vidas humanas.
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No obstante, la historia no ha estado exenta de movimientos en contra de la viviseccidn animal y de su uso
para el desarrollo médico. A partir del S. XVIIl comienza a cuestionarse de manera ética el uso de modelos
animales a manos de filésofos como Voltaire (1694 — 1778), Rousseau (1712 — 1778) o Schopenhauer (1788 —
1860), quienes criticaban el uso de animales como un medio para un fin [5]. Posteriormente, diversos grupos
anti-viviseccion fueron creados en todo el mundo, como lo son la Sociedad Americana para la Prevencién de
la Crueldad Animal creada en los Estados Unidos en 1860 y la Sociedad Nacional Anti-Viviseccion creada en
Inglaterra en 1875, adn sin conseguir un gran impacto pese a la convocatoria de una gran cantidad de
manifestaciones a lo largo de los SS. XIX y XX.

No fue hasta la publicacion de Liberacion Animal en 1975 por parte del fildsofo australiano Peter Singer y de
La teoria de los derechos animales de Tom Regan en 1983 cuando se comenzd a tomar este debate mas en
serio, creandose la ética animal como tal [5]. El paso final antes de la regulacién mundial de estas practicas se
dio en el S. XX a través de la publicacién del libro The Principles of Humane Experimental Technique: el principio
de las 3 R (Reemplazar, Reducir, Refinar), que posteriormente se convertiria en una de las directrices de calidad
basicas en la ciencia y uno de los principios reguladores del uso de modelos animales en la experimentacién

[5].

2.2. EL principio de las 3R:

El principio de las 3Rs es uno de los preceptos mas sencillos y relevantes de la préctica cientifica. Nacido de las
manos de William Russel y Red Burch en 1959 [7], no tarda mucho en convertirse en uno de los aspectos mads
importantes de calidad cientifica, asi como de una base para la reduccién del uso de modelos animales en los
laboratorios mundiales. Este principio sienta las bases para lo que posteriormente serian las legislaciones
mundiales que regulan la experimentaciéon animal. El principio de las 3 R hace referencia a 3 conceptos:
Reemplazar, Reducir y Refinar [8].

- Reemplazar: Busqueda de métodos que eviten o sustituyan el uso de animales, principalmente de
animales vertebrados.

- Reducir: Busqueda de estrategias para conseguir resultados suficientes con el uso de un menor
numero de modelos animales. Se busca también maximizar la informacién obtenida de cada uno de
los modelos utilizados.

- Refinar: Busqueda de mejora en las practicas cientificas que posean como fin una reduccién del dolor
sufrido por los animales durante los experimentos, asi como una mejora en sus condiciones de vida
dentro del laboratorio.

Si bien todos los conceptos son igual de relevantes, Russel y Burch ya indican en su libro The Principles of
Humane Experimental Technique que “solo el refinamiento no es suficiente, y deberia priorizarse la reduccion
y, si es posible, el reemplazo.”. Asi, uno de los principales retos del uso de este principio es la busqueda de
alternativas viables para la experimentacion animal.

2.3. Legislaciones actuales de la experimentacion animal:

Segun el continente, las legislaciones que regulan la experimentacién animal son diferentes. Asi, destacan las
legislaciones seguidas en Europa y en los Estados Unidos:

- DIRECTIVA 2010/63/UE DEL PARLAMENTO EUROPEQO Y DEL CONSEJO, de 22 de septiembre de 2010,
relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos [2], en el que |la UE establece
el uso del principio de las 3Ry en el que se establecen los tipos de animales que pueden ser utilizados,
como deben ser utilizados y las condiciones en las que deben mantenerse.
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- Animal Wellfare Act (AWA), ley federal firmada en 1966 que regula el uso de todo tipo de animales
en cualquier tipo de actividades,

2.4. Alternativas a la experimentacion animal. In vitro vs. In vivo:

Diversas alternativas han sido propuestas al uso de modelos experimentales animales, si bien se ha estipulado
gue actualmente el uso de modelos animales es indispensable para el desarrollo biomédico humano bajo unas
estrictas regulaciones [2]. Entre estas alternativas se pueden encontrar principalmente 2 grupos [7]:

- Ensayos in silico: Ensayos computacionales llevados a cabo con el uso de ordenadores. En estos
ensayos, con el uso de distintos softwares o tecnologias como la inteligencia artificial o el machine
learning, por ejemplo, puede llegarse a estudiar la respuesta de estructuras o tejidos bioldgicos (como
pueden ser huesos, musculos e incluso células). Los métodos in silico suponen una alternativa practica
al uso de modelos animales, teniendo un control absoluto de las condiciones en las que se realiza los
calculos computacionales. Aun asi, en su estado actual no podrian llegar a sustituirlos ya que su
implementaciéon y los datos obtenidos con ellos debe estar basada y contrastada con datos
experimentales, obtenidos normalmente con el uso de modelos animales, humanos y por medio de
estudios clinicos.

- Ensayos in vitro: Ensayos que se basan en el cultivo de células extraidas tanto de humanos como de
animales para asi estudiar su respuesta a distintos entornos y estimulos en lugar de utilizar modelos
animales. Su aplicacion comenzé a mediados del S. XX, sin embargo, posee como principal
inconveniente la poca complejidad que poseen los cultivos celulares tradicionales, que normalmente
son cultivos 2D y que no se asemejan a las estructuras 3D jerarquicas del organismo humano. Aun asi,
si bien actualmente no suponen una alternativa a los ensayos animales, son un requisito previo
indispensable para pasar al desarrollo de ensayos animales.

Centrandose Unicamente en los ensayos in vitro como alternativa al resultar mds interesante para este
proyecto, se pueden encontrar diversas ventajas de su uso en comparacion con los modelos animales [9]:

- No producen dafo animal.

- Se obtienen resultados reproducibles.

- Acceso no invasivo a las células sujetas a estudio.

- Sereduce el uso de reactivos y el tamafio de muestras.

- Mayor control y facilidad en el desarrollo de los estudios.
- Métodos de ensayo mas eficientes y robustos.

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, la principal desventaja de los modelos in vitro es la falta
de complejidad que los cultivos celulares poseen, no siendo capaces de reproducir la jerarquia que poseen los
tejidos biolégicos. Una alternativa reciente a los cultivos celulares in vitro tradicionales, con aplicaciones no
solo en el ambito bioldgico sino también en el quimico o en la industria farmacéutica, es la microfluidica. Este
campo ha sufrido un desarrollo exponencial en las Ultimas décadas, sobre todo en lo referente a su aplicacion
como plataformas de cultivo celular o como alternativa al uso de modelos animales. Especificamente, el uso
de los denominados Organ on a Chip (OoC) podrian llegar a suponer una revolucion en el uso de los ensayos
in vitro frente a los modelos animales, ya que con ellos se pueden llegar a desarrollar estructuras 3D que gozan
de gran complejidad ademas de poder reproducir unas condiciones ambientales biomiméticas mediante la
aplicacion de estimulos de distintos tipos.
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2.5. Microfluidica:

La microfluidica es el estudio del comportamiento y de la manipulaciéon de pequefios volimenes de fluidos
(liquidos o gases) a través de conductos o canales con al menos una de sus dimensiones menor a 1 mm, es
decir, en el rango de los micrémetros.

El concepto de microfluidica nace de la industria de la microelectrdnica, en una época en la que las ventajas
vistas en la reduccion del tamafno de los componentes electrénicos en cuanto a robustez y coste se querian
extrapolar a otros campos de investigacién [10]. Fue asi como en el aifio 1979, Terry y su equipo desarrollaron
lo que ahora se conoce como el primer dispositivo LoC: Un cromatégrafo de gases fabricado sobre una oblea
de silicio [11]. Es a partir de este momento cuando se comienza a investigar mas a fondo en este campo
cientifico, tras observar las principales ventajas o diferencias que un sistema microfluidico posee con respecto
a uno macroscopico. Y es que un fluido fluyendo a través de un conducto microscépico no se comporta
exactamente igual a lo que se observa normalmente.

Se analizaran a continuacion las principales diferencias entre un sistema microfluidico y uno macroscépico,
para pasar finalmente a analizar las principales aplicaciones que estos dispositivos poseen en el mundo actual.

2.5.1. Caracteristicas de la microfluidica:

Los microfluidos poseen caracteristicas muy interesantes y atractivas con respecto a los macrofluidos. Las
principales diferencias se pueden encontrar en:

- Régimen de flujo: El régimen de un fluido hace referencia a la forma en la que éste se mueve: Su perfil
de velocidades, la aparicién de vortices o de zonas de recirculacidn, entre otros. Para diferenciar entre
los distintos regimenes de flujo se tiene el nUmero de Reynolds, un nimero adimensional que hace
referencia al cociente entre las fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas que sufre un fluido a su paso a
través de un conducto determinado. Matematicamente, este nimero se representa de la siguiente
manera (Ecuacién 1):

Ecuacion 1. Numero de Reynolds.
pvL
7

Donde p es la densidad del fluido, v su velocidad, L es su longitud caracteristica (Diametro del canal
cilindrico) y u es la viscosidad del fluido. El nimero de Reynols se utiliza para distinguir flujos en los
gue domina el término viscoso o el término inercial, denominados flujos de régimen laminar o flujos
de régimen turbulento (respectivamente), o bien una combinacién de ambos (flujo transitorio). La
ventaja de la microfluidica en este aspecto reside en que, al tratar con dimensiones muy bajas, el
término L de la Ecuaciéon 1 decrece: La influencia de las fuerzas inerciales es mucho mas baja,
dominando asi las fuerzas viscosas. Se trata en microfluidica con regimenes laminares, flujos
matemadticamente mucho mas predecibles y modelables [10], [12]. Por ejemplo, se puede dar la
aparicién de flujos de Poiseuille, flujos muy sencillos y con un perfil de velocidades conocido.

Re

- Difusidn: La difusidn hace referencia al transporte de masa en el seno de uno o mas fluidos. Haciendo
referencia a este proceso se encuentra el nimero de Peclet (Ecuacién 2).

FEcuacion 2. Numero de Peclet.
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Donde v es la velocidad del flujo, L es la longitud caracteristica y D es el coeficiente de difusion. El
numero de Peclet representa el cociente entre el tiempo para el transporte convectivo y el tiempo
para el transporte difusivo [13]. A partir de esto se puede observar que en sistemas donde la
dimension L es muy baja, al igual que en el nimero de Reynolds, el transporte convectivo pierde fuerza
frente al transporte difusivo, indicado por la D. Se puede concluir asi que en los sistemas microfluidicos
el transporte de masa dentro del sistema ocurre principalmente por difusién y no por conveccién.

- Mezcla de especies: Al tratarse de un sistema con un régimen puramente laminar y en el que el
transporte de especies es puramente difusivo, la mezcla de especies ocurre a baja velocidad [13]. Esto
es muy relevante de cara al uso de la microfluidica en ensayos en los que 2 o mas especies quimicas
deben mezclarse con rapidez, casos en los que se disefian canales con geometrias que fomenten el
mezclado difusivo o que fuercen el mezclado convectivo. No obstante, resulta muy interesante a la
hora de controlar la localizacién y la velocidad de las reacciones quimicas.

- Tensidn superficial y capilaridad: La tensién superficial (Ecuacidn 3) es la energia requerida para la
creacion de areas de contacto o interfases entre distintas especies.

Ecuacion 3. Tension superficial en una superficie esférica.

AP
Y= r
Donde AP la diferencia de presion entre las dos fases y R es el radio de la esfera. En dimensiones muy
pequeiias de R la tensién superficial se convierte en una fuerza muy relevante, lo que es especialmente
importante a la hora de crear emulsiones en las que se forman gotas o burbujas dentro de un medio
bifasico. Aqui, una alta tensién superficial indicaria una gran estabilidad de las gotas generadas,
permitiendo ademas llevar a cabo un control muy fino de su tamafio en funcién de la diferencia de
presion entre las fases. Se crean asi emulsiones muy monodispersas [10], [13]. Por otro lado, un
aspecto muy interesante es la capilaridad: Al poseer canales de dimensiones tan reducidas, las fuerzas
capilares comienzan a dominar a las de la gravedad, permitiendo a los liquidos fluir a través de los
canales o materiales porosos sin la necesidad de bombas [10].

Por otro lado, al margen de las diferencias en el comportamiento de los microfluidos con respecto a los
macrofluidos, el desarrollo de dispositivos que hagan uso de estas caracteristicas también conlleva una serie
de ventajas:

- Volumen de reactivos reducido: Uno de los aspectos mas importantes de la microfluidica es el manejo

de volumenes reducidos para la obtencién de resultados similares o mejores debido al mayor control
gue se tiene del flujo y de las reacciones que en él ocurren. El uso de menos volumen de reactivos
puede conllevar una reduccion considerable en la inversidon necesaria para el desarrollo de ciertas
actividades, sobre todo en el campo farmacéutico y bioquimico [10], [12].

- Automatizacidn y paralelizacién: Al tratarse de sistemas tan reducidos, compactos y autocontenidos,

la capacidad de automatizacién y paralelizacion de los procesos conseguidos es mucho mayor.

- Portabilidad: Al tratarse de dispositivos tan reducidos, compactos y autocontenidos se incrementa su
portabilidad. Este aspecto resulta muy interesante para el desarrollo de sensores o dispositivos Point
of Care (PoC), uno de los grandes campos de aplicacion de la microfluidica y de los sistemas Lab on a
Chip (LoC).
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- Menor coste de fabricacién: Al contar con una menor cantidad de componentes y, en total, de un
menor tamano, los costes de fabricacién relacionados a la microfluidica son mucho menores.

No obstante, si bien la microfluidica trae consigo muchas ventajas, lo cierto es que su aplicacidon en el mundo
real aun es muy limitada, quedandose en la mayoria de los casos en el ambito académico debido a una falta
de estandares de fabricacidon o a la falta de desarrollo de aplicaciones realmente Utiles que sustituyan o
complementen procesos especificos ya existentes [10], [14].

2.5.2. Aplicaciones principales:

Las distintas caracteristicas de los microfluidos analizadas anteriormente hacen de su uso algo muy interesante
en diferentes sectores. Asi, este tipo de dispositivos tienen cabida en campos como lo son la quimica, la
bioquimica, la biologia, la biomedicina o la industria farmacéutica.

- Quimica: Control de la cinética de las reacciones, generacion de emulsiones y encapsulaciones.

Los aspectos mas interesantes en este ambito son: La capacidad de control de la velocidad y la localizacidn de
las reacciones quimicas (pudiendo hacer que estas solo ocurran en la interfase entre 2 medios con flujo
paralelo de forma muy controlada y obteniendo resultados muy reproducibles) y, sobre todo, lo referente a
la tensidn superficial. Esta ultima caracteristica tendria una increible cabida en la creaciéon de emulsiones oil-
in-water o water-in-oil y habilita un control sin precedentes del tamafo de las gotas que conforman la
emulsion, no obtenido con el uso de sistemas macroscopicos. Ademads, supondria un método de creacion de
emulsiones de bajo coste, utilizando la cantidad justa de disoluciones para obtener emulsiones
monodispersas. Lo mismo podria aplicarse a la industria farmacéutica en la creacién del encapsulado de los
principios activos.

- Lab on a Chip (LoC):

Los sistemas LoC, también llamados Micro Total Analysis Systems (UTAS), abogan por la creacidon de
dispositivos integrados y autocontenidos para el desarrollo integral de distintos procesos llevados a cabo de
manera rutinaria en los laboratorios haciendo uso del tamafio reducido y de la naturaleza compacta de los
dispositivos microfluidicos. En otras palabras, buscan conseguir con el uso de un Unico dispositivo lo
conseguido a través de distintas fases o con el uso de un amplio abanico de equipos diferentes. De ahi su
denominacion “Laboratorio de un chip”. El objetivo de estos dispositivos no seria otro que la reduccion de los
costes y de la complejidad en el desarrollo de estos procesos, asi como habilitar el desarrollo de dispositivos
portatiles. Un ejemplo es el desarrollo de los denominados dispositivos PoC, que hacen referencia a aquellos
dispositivos que pueden ser utilizados alli donde se necesiten (por ejemplo, en las consultas de atencién
primaria) para el tratamiento de ciertas muestras que en otros casos necesitarian de su traslado a laboratorios
especializados.

Entre los diferentes dispositivos LoC se podrian encontrar biosensores, dispositivos PCR para el tratamiento
de muestras de acidos nucleicos o dispositivos hematoldgicos para el tratamiento total de muestras
sanguineas, entre otros. Todo ello, de nuevo, haciendo uso de un tamafo de muestras bioldgicas muy
reducido, idéneo para aquellos tipos de muestras cuya obtencidn pueda resultar invasiva de cara al paciente
(por ejemplo, la sangre). Se muestra en la Fig. 2.1 un ejemplo de un dispositivo LoC desarrollado por Micronics
inc. disefiado para el tratamiento completo de una muestra de sangre y para el conteo de gldbulos rojos,
blancos y plaquetas y el calculo de la concentracién de hemoglobina.
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Fig. 2.1. Dispositivo LoC para el tratamiento total de una muestra de sangre desarrollado por Micronics inc.

Destacaria también el uso de los sistemas LoC en la Medicina Personalizada. En este ambito habilitarian el
desarrollo de un gran numero de pruebas diagndsticas al paciente de manera fécil y rapida con el objetivo de
conocer de manera exacta su condicidn y asi poder ser diagnosticado de la forma mds correcta posible.

- Plataformas de cultivo celular in vitro:

Uno de los aspectos mds destacados de la microfluidica es su aplicaciéon en el campo de la biologia como
plataformas de cultivo celular in vitro. En lo referente a esta aplicacién y en comparacién con los cultivos
celulares mas tradicionales, el uso de este tipo de dispositivos trae consigo una serie de ventajas [15]:

- Una mayor flexibilidad y control tanto en el disefio de las plataformas de cultivo como en el desarrollo
del experimento.

- Senecesita un nimero de células reducido para cultivar todo el dispositivo, suponiendo una reduccion

de costes.

Posibilidad de interaccionar con unidades celulares individuales.

Creacién de un ambiente biomimético: El uso de dispositivos microfluidicos posibilita la introduccion

de estimulos a las células cultivadas con el fin de simular en mejor medida las condiciones ambientales

fisioldgicas. Se puede asi introducir estimulos mecdnicos, eléctricos e incluso quimicos.

- Con su bajo tamafio y portabilidad, permiten la observacidn de los resultados o de la evolucidn del

cultivo en tiempo real.

Permiten desarrollar una automatizacion de los procesos de cultivo o del procesado de muestras

celulares.

Posibilitan el desarrollo de cultivos celulares en perfusion para la renovacion de medio o para el

estudio de la respuesta celular a estimulos mecanicos.

Posibilidad de desarrollar co-cultivos celulares de forma controlada.

Aun asi, esta tecnologia auin adolece de ciertas desventajas frente a los cultivos celulares cotidianos:

- Falta de estandarizacion en los protocolos de cultivo en cada dispositivo, ya que cada fabricante o
laboratorio desarrolla sus propios protocolos para sus productos.

- Los materiales de cultivo utilizados pueden resultar novedosos y no se conoce a ciencia cierta la
respuesta celular en contacto con ellos.

- Los disefos y el control de algunos dispositivos microfluidicos pueden resultar muy complejos para el
usuario.
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Se muestra en la Fig. 2.2 un esquema que muestra las distintas ventajas del uso de dispositivos
microfluidicos frente a los cultivos tradicionales, creado por Halldorsson y su equipo [15].

Macroscopic cell culture Microfluidic cell culture

Live-cell lmﬁglng, n.ll-(lm.
Typical advantages Cell culture chamber on-chip anslysis

LU

Typical advantages

*Established culture material
*Standardized measurement of
pH, CO2, and 02

+Established culture protocols

*Flexibility of device design
*Experimental flexibility & control
*A low number of cells is sufficient
*Single cell handling

and y *Real-time, on-chip analysis
of assays *Automation
*Ability to scale up a single *Direct coupling to downstream
experiment analysis systems
*Ability to perform perfusion culture
*Controlled co-culture
*Reduced reagent consumption
Cell culture maintenance
Typical challenges K | Typical challenges
Y =

*Rigid culture surface 3 *Non-standard culture protocols
*Fixed device architecture End-point analysis Cell culture plate *Novel culture surface (e.g. PDMS)

*High reagent consumption *Small volumes, challenging
+Perfusions and chemical gradients subsequent analytical chemistry
are difficult to achieve *Complex operational control and
*Stagnant culture media chip design

*Mainly end-point analysis

Fig. 2.2. Esquema que muestra las ventajas y desventajas del uso de la microfiuidica como plataforma de
cultivos celulares in vitro. Extraido de [15].

- Organ on a Chip (OoC):

Los sistemas OoC son una evolucion en el uso de dispositivos microfluidicos como plataformas de cultivo
celular in vitro. Haciendo uso de algunas de las ventajas del uso de la microfluidica (como pueden ser el control
del cultivo, la manipulacién de células individuales, el desarrollo de co-cultivos celulares de forma controlada
o la posibilidad de realizar cultivos en perfusion) por lo que se aboga en este ambito es por el desarrollo de
dispositivos que asemejen el comportamiento fisiolégico de ciertos tejidos u érganos bioldgicos en contacto
con fluidos bioldgicos (sangre o aire, principalmente) en condiciones de ensayo lo mas biomiméticas posibles.

Estos sistemas permiten jugar tanto con el disefio de los dispositivos como con las condiciones de cultivo para
desarrollar co-cultivos celulares complejos que asemejen un tejido especifico y sometiéndolos a las
condiciones fisioldgicas a las que estan expuestos de forma natural, con la esperanza de que se establezca la
jerarquia y el funcionamiento propio del tejido biolégico en el interior del dispositivo microfluidico. Las
aplicaciones que estos dispositivos OoC tendrian serian revolucionarias [16]:

- Permitirian estudiar los efectos de distintos farmacos en los tejidos bioldgicos en plataformas in vitro,
sin la necesidad del uso de modelos animales.

- Permitirian el desarrollo de nuevos farmacos de forma mas rapida al contar con modelos comerciales
de tejidos bioldgicos para su estudio.

- Permitirian el estudio de la morfogénesis de distintos tejidos, asi como su respuesta patoldgica ante
distintas enfermedades o ante estimulos mecanicos, quimicos e incluso eléctricos.

- Supondrian un desarrollo de la denominada Medicina Personalizada, de forma que se pudieran
realizar estudios genéticos y farmacoldgicos en modelos in vitro de los tejidos de los pacientes de
forma individual, conociendo asi de antemano su respuesta ante distintos tratamientos y pudiendo
asi optar por aquél que fuera mds adecuado para el paciente.
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Se pueden encontrar muchos ejemplos de dispositivos OoC en la literatura (Heart on a Chip, Liver on a Chip,
Kidney on a Chip) siendo el mas destacado y con mayor repercusion el Lung on a Chip [3], [17] (Fig. 2.3).

Fig. 2.3. Lung on a Chip: Dispositivo microfluidico que asemeja el comportamiento de la barrera aire/sangre
pulmonar. Extraido de[17].

Con esto se da por finalizado el Capitulo 2. A continuacion, se explicaran los distintos métodos de fabricacion
que se utilizan para obtener estos pequefios pero complejos productos, los materiales mas utilizados para su
implementacion y algunos ejemplos de dispositivos microfluidicos de la literatura.
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Capitulo 3. Métodos y materiales de fabricacion en
microfluidica.

3.1. Métodos de fabricacion de dispositivos microfluidicos:

Los procesos de fabricacion de los dispositivos microfluidicos han ido cambiando conforme se iba
desarrollando mas la tecnologia en la que se basan. En sus inicios era necesario llevar a cabo la fabricacion de
estos dispositivos dentro de una sala blanca, suponiendo un gasto extra de tiempo y dinero. Sin embargo, en
la actualidad se han desarrollado procesos mucho menos exigentes, pudiendo llevar la fabricacidon de
dispositivos microfluidicos a los talleres industriales obteniendo resultados con mayor funcionalidad y, en
definitiva, mucho mas rentables [18]. Se estudiardn a continuacién los principales procesos de fabricacion
utilizados en la actualidad, indicando en cada uno de ellos sus fortalezas y sus limitaciones y llevando a cabo
una breve comparacion entre ellos.

Se llaman procesos de microfabricacién al conjunto de técnicas mediante las cuales se pueden llegar a obtener
piezas o componentes con resoluciones micrométricas, normalmente utilizadas en la fabricacidn de
componentes electrénicos o de MEMS en base de silicio. La microfluidica y los procesos de microfabricacion
de silicio son dos conceptos que han ido de la mano desde los inicios de esta tecnologia. Es mas, el que se
considera el primer dispositivo microfluidico LoC de la historia (el cromatégrafo de gases de C. Terry [11]) fue
fabricado con el uso de técnicas de microfabricacién de silicio. Y es que la microfluidica, como se ha comentado
anteriormente, nace del campo de la microelectrénica y de la fabricacion de MEMS [10].

Si bien muchas de las técnicas de microfabricacion pueden llegar a ser utilizadas en la microfluidica, tanto
haciendo uso de silicio o vidrio como de materiales poliméricos, destaca el uso de la litografia blanda (Soft
Litography, en conjuncién con métodos de fotolitografia y de etching seco o hiimedo). Sin embargo, este tipo
de procesos originalmente resultaban una gran limitacidn al necesitar de equipo y entornos muy especificos.
Esto llevé al desarrollo de nuevas técnicas de prototipado con las cuales se podian fabricar dispositivos
microfluidico en un taller industrial. Asi, se comenzaron a utilizar el Hot Embossing, el moldeo por inyeccion,
la impresién 3D y la Xurografia/Laminacion.

23
24/06/2021



upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa

Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

3.1.1. Litografia blanda (Moldeo de Réplica):

La litografia blanda es un proceso mediante el cual a partir de un molde maestro creado por fotolitografia se
fabrica su réplica negativa con materiales flexibles o elastémeros, normalmente PDMS. Esta réplica sera o bien
el producto final o bien sera utilizado para la estampacion de resinas sobre laminas de vidrio. Tras este primer
paso se puede depositar material en las localizaciones no ocupadas por el polimero o eliminar el material no
cubierto con procesos de etching seco o humedo [19], [20]. El proceso seguido en esta técnica se puede
observar en las Fig. 3.1y Fig. 3.2.

Master Fabrication Device Fabrication

1) Spin on photoresist

llabricale and silanize master

i

4) Pour relief mold elastomer

8105,8i3 Ny, metals,
photoresists, or wax 2 Nign and expose
ko UV

l pour PDMS prepclymer over master

3) Develop pattern

l cure, peel off PDMS

PDMS 1]
o | e e d e T

Fig. 3.1. Proceso de creacion de la réplica negativa (litografia blanda) a partir del molde maestro fabricado por
fotolitografia. Extraido de [19] y[20].
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Fig. 3.2. Proceso de estampacion de material tras el proceso de litografia blanda. Con el molde réplica fabricado
por litografia blanda se estampa material sobre una oblea de silicio (I) tras lo cual se puede o bien realizar
procesos de etching (II) o bien realizar deposicion de material (II). Extraido de [19].

Las principales ventajas de la litografia blanda son: Resolucidn estandar de 20-100 um, pudiendo ser menor
en caso de utilizar salas blancas [21]; gran facilidad de desarrollo de prototipos [21]; gran versatilidad del uso
de la réplica, que puede ser utilizada como producto final o para estampacidn de superficies [19]-[21];
capacidad de fabricacion con PDMS, que permite la creacion de patrones en superficies curvas [21] para su
uso en el campo de la biomedicina [20].

Las principales desventajas de esta técnica vienen dadas durante la creacidn de los moldes maestros, cuya
resolucidn esta limitada por la difraccidn de la luz al pasar por la mdscara en el proceso de fotolitografia [21].
Ademds, el proceso de fabricacidn es relativamente largo (creacidon del molde maestro, vertido del PDMS,
curado, extraccion y adhesioén a la superficie de cristal por tratamiento con plasma) en comparacién con otros
métodos de fabricacion como el moldeo por inyeccién [20]. Ademas, la poca escalabilidad de la técnica y el
precio elevado del PDMS en comparacion con otros materiales poliméricos hace que la litografia blanda no se
utilice para la produccidon en masa [22], [23]. Por ultimo, el uso de moldes flexibles puede llevar a la
deformacién de los patrones creados y en el proceso de retirada del molde tras el curado puede darse la
aparicién de defectos o adhesiones, entre otros problemas [18].
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3.1.2. Hot Embossing:

En los procesos de Hot Embossing se utiliza la termocompresién (uso de altas temperaturas y presiones
aplicadas normalmente por medio de equipos hidraulicos o neumaticos) para realizar la transferencia de la
geometria superficial de un molde maestro (sello) a una lamina plana. Los sellos utilizados suelen estar
compuestos de silicio o de otros metales (si bien se han dado casos del uso de polimeros como PDMS para su
fabricacion [21]) mientras que el material objetivo debe ser un polimero termoplastico [24], [25]. Es un
proceso muy similar a la litografia blanda en tanto que se consigue una geometria negativa de la presente en
el sello. Su funcionamiento se basa en acercar al material a su temperatura de transicion vitrea [25]. En la Fig.
3.3 se puede ver el proceso de Hot Embossing.

e

Pressurization
and heating

0, c!E%

Die removal Cooling

Fig. 3.3. Esquema del proceso de Hot Embossing. Fuente.

Una de las principales ventajas y limitaciones de los procesos de Hot Embossing es la necesidad de utilizar
polimeros termoplasticos [18]. Adema3s, esta técnica es mas barata, rapida y escalable que la litografia blanda
([18], [25]), obteniendo unos resultados en cuanto a resolucidn espacial muy similares a los obtenidos con esta
Ultima, tal y como se puede observar en la Fig. 3.4. Se hace uso aqui de un sello de metacrilato, lo que
corresponderia a un proceso de Soft Embossing (derivado del Hot Embossing en el que se alcanzan T* y
presiones menores [27] de 120°C, 5 bar durante 5 minutos).

Como desventaja, esta técnica estd limitada al estampado de geometrias bidimensionales poco complejas,
limitando su aplicacién ([18], [25]). En funcidén del material utilizado las temperaturas, presiones e intervalos
de tiempo del proceso varian considerablemente al variar su temperatura de transicion vitrea. Por ejemplo,
para la estampacion de cierta geometria en una lamina de 1.6 mm de PMMA se requiere una T2 de 128°Cy
una presion de 1.38 MPa durante 5 minutos, mientras que para una lamina de 1.6 mm de PC hace falta una T?
de 168°Cy una presion de 1.72 MPa durante 5 minutos [26]. Ademas, la fabricacidn de los sellos metalicos o
de silicio suele ser costosa tanto en tiempo como en dinero [18] y su resolucidén depende directamente del
método de fabricacidn utilizado para ello [25].
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METHACRYLATE MOLD

PDMS CHIP

FLEXDYM CHIP

Fig. 3.4. Comparacion de los resultados obtenidos mediante litografia blanda (PDMS CHIP) y Soft Embossing
(FLEXDYM CHIP) con el uso de un sello de Metacrilato (METHACRYLATE MOLD). Extraido de [27].

3.1.3. Moldeo por microinyeccion (Microinjection Moulding):

El moldeo por microinyeccion es un proceso mediante el cual se introduce un material termoplastico fundido
dentro de una cdmara cerrada, adoptando muy facilmente la geometria que el molde posee y consiguiendo
reproducciones de alta resolucién una vez enfriado y solidificado el material. Se diferencia de los procesos de
Hot Embossing en que en estos ultimos la fusidon del material se consigue de manera localizada mientras que
en el moldeo por inyeccidn el polimero se funde en toda su totalidad. Esto, inicialmente, ya presenta una gran
desventaja: En el moldeo por inyeccidn el material fluye una distancia mucho mayor que en el Hot Embossing,
lo que introduce unas tensiones mayores en el material [18]. Se puede ver en la Fig. 3.5 una esquematizacion
del proceso seguido.

Las principales ventajas del moldeo por microinyeccién son similares a las que ofrece el Hot Embossing:
Proceso rdpido, escalable y cuyos resultados poseen una resolucion espacial dptima. Esta resolucidon posee
gran dependencia del método de fabricacion utilizado en los moldes, pudiendo llegar a los 25 um en moldes
micro fresados [18]. Ademds, es muy apto para su uso en grandes voliumenes de produccién, consiguiendo
unos resultados muy reproducibles en intervalos mas cortos que con el Hot Embossing. Esto hace que su uso
en la industria sea muy atractivo [18], [25], [28].

No obstante, en comparacién el Hot Embossing posee ciertas limitaciones: Las ya mencionadas tensiones a las
que se somete el material y las contracciones que éste sufre durante el proceso de enfriamiento pueden
afectar al estado tensional y a las dimensiones finales de la pieza, con la formacién de rechupes si no se poseen
espesores de pared similares [18], [28]. Ademas, el coste y tiempo de fabricacidon de los moldes supone una
gran inversion inicial, haciendo al proceso inviable en etapas de prototipado [28].
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Tool heating and cooling

=Tl

Material feed

Hydraulic press

-~ Sl L CRTTERES
Clampin
uni —

C / Heated screw
Inje_cﬁon port

Mold insert
To vacuum pump

Fig. 3.5. Esquema del montaje utilizado para realizar un moldeo por micro — inyeccion. El polimero fundido se
introduce en un extrusor que lo inyecta a alta presion en la camara del molde, que posee control de temperatura
para un calentamiento y enfriamiento controlado de la pieza. Una bomba de vacio evita la aparicion de burbujas

de aire o el llenado incompleto de la cavidad. Extraido de [25].

3.1.4. Impresion 3D:

Los sistemas de impresion 3D son un conjunto de técnicas de fabricacion aditiva mediante las cuales se pueden
llegar a fabricar geometrias 3D complejas de forma automatica. El proceso que siguen es muy sencillo: Un
modelo 3D virtual es dividido en capas de un espesor constante, cada una de las cuales forma una estructura
2D. Asi, mediante la adicion de material en capas 2D una sobre otra se consigue finalmente la estructura
tridimensional. El espesor de las capas impresas determinard la resolucion de este método de fabricacién, asi
como la semejanza del resultado final a la geometria original.

El término “Impresidon 3D” es bastante amplio, abarcando una gran cantidad de técnicas de fabricacion aditiva.
Se analizaran brevemente 3 de ellas por ser las mas comunes:

o Estereolitografia (SLA, Fig. 3.6):

Sistema de impresion 3D que hace uso de una fotoresina y de un haz LED o laser para llevar a cabo la
fabricacion del producto final. Con el uso o bien de un haz puntal o bien de un dispositivo digital de
microespejos (DMD), se expone a luz UV (normalmente) a la fotoresina presente en una bandeja de impresion
creando capas que se iran superponiendo una sobre la otra hasta formar la geometria 3D [29]—[31]. En los
sistemas mas comunes, la resolucién que obtienen depende principalmente de: Tamafio de pixel (si se usan
DMD), espesor del haz laser y espesor de la capa curada, pudiendo encontrarse en resoluciones cercanas a las
25 micras en ambos planos (en el caso de la FormLabs Form2, cuya ficha técnica se encuentra en el Anexo Il).

. Laser L—1 Scanner y 7 7
Stage
/ Resin 1/}‘
| ciro
))

resegrvoir /| / 7
|
Resin — >

reservoir

- 7 "™ Cured resin
Transparent
window y

Digital
mirror _s
device

Cured resin

Laser |

Patter

Fig. 3.6. Configuraciones de los sistemas de SLA: Superficie libre (izq.) y Superficie restringida (drcha.). Extraido
de[30].
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o Inkjet de polimeros (Fig. 3.7):

Los sistemas de impresion 3D por inkjet realizan una deposicion de material polimérico fotocurable liquido
que es curado con luz UV inmediatamente después de salir de la boquilla de deposicién gracias a una ldmpara
UV en su extremo [31]. Posee como rasgos definitorios la posibilidad de eyectar distintos materiales de forma
simultanea (pudiendo eyectar material de sacrificio a modo de soporte), creando disefios muy precisos y de
gran calidad en un bajo intervalo de tiempo. Como desventaja se podria indicar que no se conoce bien la
biocompatibilidad de los materiales utilizados [29]—-[31].

Support material
Build material A\ e
Build material B -l ot print hea
—_— UV lamp
P -
Part support structure , = ‘\
. o
Build part W / Build platform
-

Fig. 3.7. Estructura de un sistema de impresion por inkjet. Extraido de [29].

o FDM (Fig. 3.8):

El modelado por deposicidon fundida es tal vez el sistema de impresion 3D mas conocido actualmente. Su
funcionamiento se basa en la extrusion de un material termopldstico fundido que se enfria casi
instantdaneamente al contacto con el ambiente. Con este material se van estructurando capas 2D que se van
superponiendo una sobre otra, creando finalmente una geometria 3D. Si bien posee ciertos puntos fuertes
como el uso de materiales biocompatibles muy baratos como el PLA o el ABS, su uso en el campo de la
microfluidica estd muy limitado debido a: Baja rigidez de las piezas impresas (baja adhesién capa — capa); La
aparicién de aire o escoria entre las capas puede causar errores dimensionales; Su resolucién espacial,
determinada por la boquilla de extrusién, suele ser mayor al tamafo de los canales a imprimir [29]-[31].

Support material filament
Build material filament
Extrusion head \\
Drive wheels
Liquefiers

Foam base
Build pIatform\

Extrusion nozzles

Part
Part supports

Support material
spool

Build material
spool—

Fig. 3.8. Esquema de un sistema de impresion FDM. Extraido de [30].

Los sistemas de impresion 3D, en comparacion con la litografia blanda, aportan la ventaja de reducir el tiempo,
coste y complejidad del desarrollo de prototipos al fabricarse en un Unico paso de forma automatica. No
obstante, la resoluciéon alcanzada con los sistemas de impresién 3D adn no puede llegar a compararse con la
gue se obtiene con procesos de litografia blanda o de Hot Embossing [30].
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3.1.5. Xurografia/Laminacion:

Se conoce como Xurografia al proceso de prototipado rapido en el cual se realiza el corte de finas |aminas de
papel o polimero con el uso de un plotter de corte (Fig. 3.9). Esta maquina, perteneciente desde sus origenes
al sector de la papeleria o de la serigrafia, se encarga de realizar cortes poco profundos con el uso de una
pequefia cuchilla muy delgada y afilada siguiendo un control CNC a partir de los disefios realizados en un
software tipo CAD.

La Xurografia se introduce como proceso de fabricacidn en microfluidica en el afio 2005 [32]. Con ella se lleva
a cabo la estructuracion de laminas de diversos materiales (principalmente polimeros) de grosores entre los
25y los 1000 um con resoluciones minimas de hasta 10 um en funcién del equipo utilizado. Los distintos cortes
se superpondrdn posteriormente conformando un dispositivo microfluidico 3D final.

Fig. 3.9. Ejemplo de plotter de corte, equipo utilizado en la Xurografia. Fuente.

Como ventajas de este método de fabricacion se encuentran, en primer lugar, la gran rapidez y facilidad con
la que se lleva a cabo. Resulta asi muy util para el desarrollo de prototipos iniciales donde a diferencia de la
litografia blanda o del Hot Embossing no hace falta el desarrollo de un molde maestro o sello, lo que reduce
también el coste del proceso. Ademas, su escalabilidad esta asegurada, pudiendo dar el salto a la fabricacion
industrial muy facilmente. Posee también un gran abanico de materiales a utilizar, tanto termoplasticos como
termoestables, siempre y cuando estén laminados.

Todo esto hace que sea un proceso muy atractivo para su uso en el campo de la biomedicina, ademas de no
necesitar del uso de una sala blanca para su implementacién [18], [32]-[34]. Se puede incluso llegar a utilizar
para la fabricaciéon de moldes maestros para litografia blanda o Hot Embossing [33].

100 um

Fig. 3.10. Ejemplo de los resultados obtenidos por medio del uso de la Xurografia en distintas geometrias:
Canales rectos, relieves y serpentines. Extraido de [32].
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No obstante, ciertos aspectos hacen que este método no consiga unos resultados tan buenos como si se
obtienen con el resto: La profundidad de corte, asi como la semejanza del resultado final con el disefio original,
depende mucho de la cuchilla utilizada o del método de corte empleado. Esto ultimo posee gran relevancia,
ya que en funcion del método de corte empleado la punta de la cuchilla puede llegar a romperse por la
aplicaciéon de grandes esfuerzos laterales [32]. Esto también sucede en caso de cortar materiales
excesivamente rigidos.

Ademds, la resolucidn de este método no siempre es la resolucién mecdnica de la maquina (minimo 10 um),
consiguiendo resultados no tan precisos en geometrias de dimensiones inferiores a 300 — 500 um. Se ha
observado también que los cortes resultantes poseen una alta rugosidad, y en funcién tanto del material como
de la velocidad de corte utilizada pueden llegar a no ser completamente rectos o incluso a doblarse en los
vértices de las geometrias, tal y como se ve en la Fig. 3.10 [18], [32]-[34].

Por otro lado, al proceso de fabricacién por el cual se superponen distintas ldminas estructuradas y con su
unién se conforma un dispositivo microfluidico 3D se le denomina laminacion (Fig. 3.11). Este proceso puede
llevarse a cabo siguiendo 2 tipos principales de unién entre las capas: Unidn por adhesivo y unidn térmica
(termocompresion). Esta primera se lleva a cabo con el uso de adhesivos sensibles a la presion (PSA) de doble
cara, los cuales se intercalarian entre las distintas laminas del dispositivo para posteriormente proporcionar
un método de unidn tras la aplicacién de presion (por medio, por ejemplo, de maquinas de laminacidn). Por
otro lado, para realizar la unidn por termocompresién se lleva a cabo el calentamiento de las ldminas hasta
llegar a limites cercanos a su temperatura de transicidn vitrea y, tras aplicarles cierta presién entre si, se forma
una unidn casi indistinguible entre ambos materiales [18]. Cada uno de estos procesos de unidn traeria consigo
sus propias virtudes e inconvenientes:

- Enelcasodelaunién por adhesivos existe una gran cantidad de materiales distintos que pueden llegar
a utilizarse en la fabricacion de los dispositivos microfluidicos, ya que no hay limitaciones en los
materiales que pueden llegar a adherirse. Sin embargo, esto viene a expensas de conseguir una
integridad estructural algo mas baja, ademads de una posible intrusién del adhesivo en los canales
microfluidicos, que no siempre esta compuesto por un material biocompatible [18], [33].

- Los aspectos anteriores se mejoran con el uso de la unidn por termocompresién. Sin embargo, con
este método de unién se pueden llegar a deformar las ldminas, ademas de que se restringen las
opciones de materiales Unicamente a aquellos que sean termoplasticos [18].

3: Vinyl seal

2: Acetate cover

1: Vinyl channel

0: PMMA substrate

Fig. 3.11. Ejemplo de un proceso de laminacion posterior al corte de las capas mediante Xurografia. Extraido de
[34].
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3.1.6. Resumen de los procesos de fabricacion:

Analizando lo que se ha indicado de cada uno de los procesos y a modo de resumen:

- La litografia blanda seria el proceso que mayor resolucién poseeria, similar o inferior a la conseguida
con Hot Embossing pero con la capacidad de crear geometrias complejas o curvas. Sin embargo, su
implementacion es costosa en tiempo y dinero y no puede escalarse a nivel industrial.

- Con el Hot Embossing se obtienen resultados similares a la litografia blanda, siendo un método mucho
mas rapido, barato y escalable. Si se compara con el moldeo por microinyecciéon, los resultados
resultarian similares, ademds de que poseeria diversas ventajas como son la menor distancia de flujo
del material y la menor aparicién de efectos de compresion - expansidn tras su enfriamiento. No
obstante, solo permite la creacién de geometrias 2D, y su uso estd restringido a materiales
termoplasticos.

- El moldeo por microinyeccion estaria mas destinado al desarrollo de productos finales de forma
industrial (gran volumen de produccion), con un alto coste de fabricacion de los moldes de inyeccion
utilizados. A diferencia del Hot Embossing y de la litografia blanda, éste permite el desarrollo de
geometrias 3D. Su uso sigue estando restringido a materiales termoplasticos.

- Laimpresion 3D en todas sus variantes es la tecnologia que mayor complejidad de geometria permite
conseguir. De entre sus 3 variante estudiadas, las que mayor resolucidn tendrian serian el SLA y el
inkjet, siendo este uno de los mayores problemas con el FDM sumado a su baja integridad estructural.
Su uso es recomendado para el desarrollo de prototipos en un corto intervalo de tiempo, aunque el
tiempo de impresion puede ser alto en resoluciones muy finas y el postratamiento de la pieza final
aumenta el tiempo de fabricacidn. Puede utilizarse con un amplio abanico de materiales: Resinas
fotocurables y Termoplasticos.

- Por dltimo, la Xurografia/Laminacidn podria considerarse la alternativa mas barata, rapida y sencilla
de todas las estudiadas. No obstante, los resultados obtenidos con esta tecnologia son también los
menos precisos, quedando practicamente restringido su uso para geometrias de mas de 300 — 500
um al utilizar un método mecanico para el corte (cuchilla de corte) que puede romperse o causar
arrastre del material cortado. Permite la creacidn de geometrias 3D por laminacion (superposicién
de geometrias 2D) y el abanico de materiales que pueden ser utilizados es el mayor de todos los
procesos estudiados.

3.2. Materiales utilizados en la fabricacion de dispositivos microfluidicos:

En la literatura pueden encontrarse una gran cantidad de materiales utilizados para el desarrollo de
dispositivos microfluidicos: PMMA, PDMS, PS, PC, PET, PE, COC/COP, entre otros. En este apartado, sin
embargo, se analizardn los que resultan mas interesantes para los procesos de fabricacién estudiados y los
mas comunes en el campo de la microfluidica. Destaca asi el uso de 5 materiales: EIl PMMA, el PDMS, el
COC/COP, el PSy el PC.

3.2.1. PMMA:

El PMMA es un material termoplastico obtenido de la polimerizacién del monémero MMA. Su aplicacién en
microfluidica es muy relevante, principalmente por su alta transparencia éptica, su bajo coste de fabricacion,
su facilidad de uso y modificacion y su alta biocompatibilidad [35], [36]. Entre sus principales caracteristicas
destaca:
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- Alta trasparencia éptica: Trasmision de la luz mayor del 93% [37].

- Altarigidez (E = 2.24 — 3.24 GPa [38]), con una resistencia a los impactos mayor que la del cristal [37].

- Alta estabilidad quimica: Resistente a disolventes apolares y a rayos UV, absorcion de agua del 0.3%
[371.

- Permeabilidad de gases: Baja para el O,y para el vapor de agua [39].

- 100% reciclable, pudiendo aguantar hasta 4 ciclos de reciclado sin alterar su biocompatibilidad, si bien
se modifican de forma importante sus propiedades dpticas [36].

- Alta biocompatibilidad [36].

- Material muy hidrofilico sin la necesidad de ningln tratamiento superficial debido a los grupos éster
gue poseen sus cadenas moleculares [37]. Se ha llegado a considerar el material polimérico mas
hidrofilico de los normalmente utilizados [35].

- Propiedades eléctricas: Excelente aislante eléctrico [35], [37].

- Propiedades térmicas: Aislante térmico, con temperatura de servicio de hasta 85°C [37].

Fig. 3.12. Dispositivo microfiuidico para electroforesis fabricado con PMMA y proceso de fabricacion seguido para
su obtencion. Extraido de [40].

Los procesos de fabricacion seguidos para la creacién de dispositivos microfluidicos con PMMA suelen ser
[35]-[37], [41]:

- Moldeo por microinyeccién — Al ser un material termoplastico es facilmente inyectable.

- Hot Embossing — Con el uso de laminas de PMMA prefabricadas.

- Laminacién — Muy utilizado en procesos de laminacidon por superposicién de ldminas cortadas,
normalmente, por medio de corte por ldser de CO,. La unidn de las capas puede llevarse a cabo por
unién por adhesivo, térmica, quimica o incluso por medio de disolventes.

3.2.2. PDMS:

El PDMS es un elastomero, copolimero de silicona, sintetizado por un proceso de curado tras la mezcla de la
base (pre-polimero) con un agente de curado (normalmente platino) a una temperatura de 60-70°C durante
mas de 1 hora. Es por eso que es muy utilizado para la fabricacién de dispositivos microfluidicos por litografia
blanda: Reproduce con alta resolucién la geometria del molde maestro y su curado es corto y a baja
temperatura [15], [42]. Es el material mas utilizado en el campo de la investigacién en microfluidica [43]. Entre
sus principales caracteristicas destacan:
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- Alta trasparencia 6ptica: Opticamente transparente para rayos con longitud de onda superior a los
230-280 nm [21], [42].

- Elastdmero muy flexible: E = 750 kPa [44].

- Alta estabilidad quimica: Resistente a disolventes polares, impermeable al agua liquida [15], [42], [44].

- Permeabilidad de gases: Alta permeabilidad al CO,, O,y vapor de agua [15], [21], [44].

- No reciclable [36].

- Alta biocompatibilidad [15], [21], [42], [44].

- Material muy hidrofébico: Grupo metilo en su cadena molecular. Puede volverse hidrofilico con
tratamientos de activacion superficial [15], [42].

- Propiedades eléctricas: Aislante eléctrico [44].

- Propiedades térmicas: Aislante térmico [21], [44].

(g) PDMS Prototype (a) Pattern SU-8 by softlithography (d) Spin-coat PDMS

Si Wafer SU-8/2050 SU-8/2010m

(e) Bond top part
(b) Drop SU-8 to form chambers "l \

r‘
R OHT©

(c) Cut PDMS and punch holes (f) Peel Off from substrate
and bond with bottom

! CUt‘\! PDMS
Pressure Chamber Sample Storage Diode Diode

(Cantilever) (Membrane)

Fig. 3.13. Ejemplo de chip microfiuidico fabricado en PDMS con bomba de flujo manual y el proceso de
fabricacion seguido. Extraido de [45].

Los procesos de fabricacidn seguidos para la creacién de dispositivos microfluidicos con PDMS son [42], [44]:

- Litografia blanda — Se hace el curado del PDMS sobre el molde maestro creado por fotolitografia.

- Moldeo por microinyeccién — Al ser un material fotocurable es facilmente inyectable y curado una vez
dentro del molde utilizado.

- Laminacidn — Por superposicién de distintas [ldminas creadas por litografia blanda se puede crear una
geometria 3D. Su unidén se puede llevar a cabo de forma reversible por contacto directo entre piezas
de PDMS (atraccién por fuerzas de Van der Waals) o de forma irreversible, aplicando un tratamiento
de plasma y poniendo en contacto al PDMS con otra superficie (uniones covalentes) o por medio de
disolventes.

3.2.3. PS:

El PS es uno de los materiales termoplasticos mas utilizados en la actualidad, siendo el componente principal
de productos desechables de uso cotidiano como envases o envolturas plasticas. Este polimero, obtenido de
la polimerizacién del mondémero estireno, ha encontrado una buena aceptacién en el campo de la biologia
debido a sus propiedades dpticas, quimicas y a su buena biocompatibilidad. Es asi el componente principal del
equipo de laboratorio estandar [46]. Sin embargo, su uso en la microfluidica ain no ha sido completamente
estudiado, dado que su proceso de fabricacidn resulta mas caro y complicado en comparacién con otros
materiales, por ejemplo, el PDMS [47]. Entre sus principales caracteristicas destacan:
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- Alta trasparencia 6ptica: Opticamente transparente en el campo visible debido a que es un material
amorfo [48].

- Altarigidez (E = 2.28 — 3.28 GPa) y fragilidad [38], [48].

- Alta estabilidad quimica: Resistente a disolventes polares, dcidos/bases e impermeable al agua liquida
[46]-[49].

- Permeabilidad de gases: Alta permeabilidad al O,y vapor de agua [50].

- Reciclable [48].

- Alta biocompatibilidad [46], [47], [49].

- Material muy hidréfobo: Anillos de benceno en su cadena molecular. Puede volverse hidrofilico con
tratamientos de activacidén superficial [46], [47], [49], [51].

- Propiedades eléctricas: Aislante eléctrico [50].

- Propiedades térmicas: Aislante térmico, temperatura de servicio hasta los 70°C [52].

Fig. 3.14. Micromezclador 3D fabricado en PS por Xurografia y Laminacion por union térmica. A la derecha se
pueden ver las capas que conforman €l dispositivo y la geometria 3D que se forma tras su union. Extraido de
[53].

Los procesos de fabricacion seguidos para la creacién de dispositivos microfluidicos con PS son [46], [47], [49]:

- Moldeo por microinyeccién: Es un material termopldstico con una temperatura de transicion vitrea
muy baja (100°C) [50].

- Hot Embossing: Debido a su baja temperatura de transicién vitrea puede ser conformado por Hot
Embossing tanto con el uso de sellos metalicos (por ejemplo, de silicio) como con el uso de sellos
poliméricos (por ejemplo, de PDMS). Se sabe que durante su enfriamiento su contraccién es grande,
lo que puede ayudar a conseguir dimensiones mas bajas a las del sello utilizado [43].

- Ablacidn y corte por laser de CO,: Ha sido utilizado para su conformacidon como método de grabado y
corte de canales microfluidicos.

3.2.4. PC:

El PC es un material termoplastico que surge de la polimerizacion del Bisfenol A y del fosgeno [54]. La principal
caracteristica que hace su uso interesante en el campo de la biomédica, especialmente en el de la
microfluidica, es su alta temperatura de transicion vitrea (145°C). Esta caracteristica lo hace especialmente
util para dispositivos PCR, para la aplicacion de ciclos térmicos al ADN o para el reconocimiento de patégenos
o bacterias [54]-[56]. Ademas, resulta mas hidrofilico que el COC/COP [56], consiguiendo un mejor flujo en
sus canales por capilaridad. Entre sus principales caracteristicas destacan:
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- Alta trasparencia 6ptica: Opticamente transparente en el campo visible debido a que es un material
amorfo, opaco para la luz UV [55], [57].

- Altarigidez (E = 2.38 GPa) y resistencia a impactos [38], [57].

- Alta estabilidad quimica: Resistente a acidos y alcoholes, baja absorcién de agua (<0.3%) [55]-[57].

- Permeabilidad de gases: Alta permeabilidad al vapor de agua y baja al O, [50].

- Reciclable.

- Biocompatible [58].

- Material hidrofilico [59].

- Propiedades eléctricas: Aislante eléctrico [57].

- Propiedades térmicas: Aislante térmico, temperatura de servicio hasta los 135°C [57].
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Fig. 3.15. Dispositivo microfiuidico fabricado en PC para el completo tratamiento de muestras de dcidos
nucleicos. Extraido de [60].

Los procesos de fabricacidén seguidos para la creacién de dispositivos microfluidicos con PC son [54], [55]:

- Hot Embossing: Puede ser conformado por Hot Embossing, aunque para ello necesita el uso de
temperaturas altas.

- Micromecanizado.

- Laminacidn: Para unir distintas capas 2D conformadas con los métodos anteriores. EIl método mas
estudiado para realizar la laminacién del PC es la unidn térmica, cuyo resultado puede mejorarse con
el uso de tratamientos superficiales por plasma [55]. Puede unirse tanto a PC como a PDMS, como se
ha visto en algunas aplicaciones [54].

3.2.5. COC:

El COC es una clase de material termopldastico amorfo, formado por |la polimerizacidn de monémeros de olefina
ciclica con eteno [43]. Es un material muy novedoso, cuya aplicacién en el campo de la farmacéutica y de la
microfluidica se remonta a la Ultima década, por lo que sus aplicaciones estan aun siendo estudiadas. Dadas
sus increibles propiedades dpticas, quimicas y mecanicas, es también utilizado para otras aplicaciones como
el envasado o la produccion de pantallas LCD [43], [61]

No obstante, el término COC no se refiere Unicamente a un Unico material: Abarca una amplia gama de
materiales, en funcién de los mondmeros con los que esté polimerizado ([43], [55]). Existe asi también el
material COP, formado Unicamente por la polimerizacidon de un Unico tipo de mondmeros [43].
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Existen diversas variantes de COP en funcion del método con el que han sido polimerizados o fabricados [62],
cada una de ellas poseyendo un nombre comercial propio correspondiente a la empresa que lo comercializa.
Destacan Zeonor, Zeonex o Topas. Este analisis se centrara en el COC de forma mas general.

Se conoce que el COCy en especifico el Zeonex posee propiedades fisicas muy atractivas en comparacién con
otro tipo de materiales poliméricos. Asi, el Zeonex posee menor autofluorescencia que el PMMA, una mayor
estabilidad quimica y dimensional, una absorcién de agua hasta 10 veces menor que el PMMA y el PC, una
rigidez algo mayor que el PMMA y una temperatura de transicién vitrea muy cercana la del PC ([62]-[64]).
Otros aspectos interesantes que posee son:

- Alta trasparencia 6ptica: Opticamente transparente por encima de los 250 nm, con una transmitancia
de 92% [55], [65], [66].

- Altarigidez (E 2.6 — 3.2 GPa), pero alta fragilidad [43], [64].

- Alta estabilidad quimica: Resistente a disolventes polares, acidos y bases, baja absorcién de agua
(<0.01%) [62], [65].

- Permeabilidad de gases: Baja permeabilidad al vapor de agua y al O,[50], [67].

- Reciclable [68].

- Biocompatible [69].

- Material hidrofébico. Puede volverse hidrofilico con tratamientos de activacién superficial [66].

- Propiedades eléctricas: Aislante eléctrico [64].

- Propiedades térmicas: Aislante térmico [70].

3 - 700m [ 3507m

Mixing

o
3D 8 mm 2D 350 um

Fig. 3.16. Dispositivo microfiuidico fabricado en COC mediante Xurografia y Laminacion. Extraido de [71].

Los procesos de fabricacion seguidos para la creacién de dispositivos microfluidicos con COC son [43], [55],
[62], [63]:

- Moldeo por microinyeccion: Al ser un material termoplastico, el COC puede ser utilizado en procesos
de inyeccion, con gran facilidad para su conformado por este proceso ademas de ser un material de
bajo coste [43].

- Hot Embossing: Puede ser conformado por Hot Embossing, aunque para ello necesita el uso de
temperaturas altas. Se ha visto que puede ser utilizado como sello de Hot Embossing [43].

- Xurografia: Zeonor, Zeonex o Topas se ofrecen en formato laminado con muy bajo espesor, que puede
llegar a ser de hasta 100 um. Con esto, el COC puede ser estructurado con el uso de un plotter de
corte, tal y como se vera en el Capitulo 0.
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- Laminacidn: Para unir distintas capas 2D conformadas con los métodos anteriores. Al igual que los
materiales anteriores, el proceso mas estudiado para la unién de l[dminas de COC entre si o a otros
materiales es la unidon térmica, si bien se ha visto que existe cierta dificultad para llevar a cabo la unién
de este material [62]. Por otro lado, puede ser unido por medio de adhesivos.

3.2.6. Tabla comparativa de los materiales estudiados:

Tabla 3.1. Comparacion de las propiedades fisicas mas relevantes de los materiales estudiados.

Trasparencia Propiedades Permeabilidad | Reciclabilidad | Biocompatibilidad | Hidrofobicidad | Propiedades | Propiedades Propiedades
Optica Quimicas Térmicas Eléctricas Mecanicas
PMMA >93%. Resistente a Baja [39] Si [36] Alta [36] Hidréfilo Aislante Aislante Muy rigido (E
Excelente en disolventes (Grupos éster) [37] [37] =2.24-3.24
todo el apolaresya [37] GPa) y
espectro de rayos UV, resistencia a
luz [37] absorcién impactos [38]
H20 del 0.3%
[37]
PDMS Con luz > 230 Resistente a Alta al CO,, O, No [36] Alta [15], [21], Hidréfobo Aislante Aislante Muy flexible
—280nm disolventes y vapor de [42], [44] (Grupos Metil) [21], [44] [28] (E =750 kPa)
[21], [42] polares, agua [15], [15], [42] [44]
impermeable [21], [44]
al agua [15],
[42], [44]
PS Alta (material Resistente a Altaal O,y Si [48] Alta [46], [47], Hidréfobo Aislante Aislante Alta rigidez (E
amorfo) para disolventes vapor de agua [49] (Anillos de térmico [52] eléctrico =2.28-3.28
la luz visible polares, [50] benceno) [51] [50] GPa)y
[48] 4cidos/bases, fragilidad
impermeable [38], [48]
al agua [46]—
[49]
PC Alta (material Resistente a Alta al vapor Si Alta [58] Hidrofilico Aislante Aislante Alta rigidez (E
amorfo) para acidosy de agua y baja [59] térmico [57] eléctrico =2.38GPa)y
luz visible, alcoholes, al 0, [50]. [57]. resistencia a
opaco para la baja impactos
luz UV [55], absorcion de [38], [57]
[57]. agua (<0.3%)
[55]-[57].
CoP/cocC Luz > 250 Resistente a Baja al vapor Si [68] Alta [69] Hidrofébico Aislante Aislante Alta rigidez (E
nm, disolventes de aguayal [66] térmico [70] eléctrico =26-3.2
transmitancia polares, 0, [50], [67]. [64] GPa), alta
de 92% [55], acidos, fragilidad
[65], [66]. bases, baja [43], [64]
absorcion de
agua
(<0.01%)
[62], [65]

3.2.7.Ejemplos de dispositivos microfluidicos:

Se pueden encontrar distintos ejemplos de dispositivos microfluidicos fabricado con los materiales anteriores
siguiendo los procesos de fabricacidn explicados en la Seccién 3.1.

Un ejemplo se puede encontrar en el trabajo de Chen y su equipo [40], en el que se trata la fabricacién de un
dispositivo microfluidico de PMMA para su uso en procesos de electroforesis por un proceso de laminacién o
de “sandwich”. En él, partiendo de una placa rectangular de PMMA, se colocan en su superficie dos paquetes
de fibras de vidrio entrecruzadas. Estas fibras de vidrio actuardn como los canales porosos a través de los
cuales se hard la separacion por electroforesis. Posteriormente, se vierte sobre la superficie de este conjunto
una soluciéon de MMA vy, sobre ésta, se coloca otra placa rectangular de PMMA. Exponiendo el conjunto a una
fuente de luz UV, se realiza el curado del MMA intermedio, que funcionara a modo de unién, obteniendo el
dispositivo completamente fabricado. Se puede observar el resultado en la Fig. 3.12, en la que se muestra por
un lado el dispositivo final (A), y por otro una seccién de los paquetes de fibras de vidrio para la electroforesis
(ByC).
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Un segundo ejemplo se puede encontrar en el trabajo de Iwai y su equipo [45]. En él, haciendo uso por un
lado de procesos de litografia blanda y por otro de moldeo por microinyeccién se lleva a cabo la fabricacion
de un dispositivo de PDMS vy silicona transparente para su uso como generador de gotas o emulsiones. Un
aspecto muy innovador de este dispositivo es la introduccién de un sistema de bombeo del flujo por medio de
activacidn dactilar: Con la pulsacidon de una membrana flexible se origina un avance del flujo en la direccion
escogida. Ademds, el incremento de presién causado en el interior de los canales puede ser configurado en
funcion de su geometria. En el caso de la fabricacién por litografia blanda, el proceso seguido parte de una
oblea de silicio con material SU8 en su superficie formando el negativo de la geometria que se quiere
conseguir. Este material suele utilizarse como resina de sacrificio en estos procesos de litografia blanda.
Posteriormente, se vierte el PDMS en esta superficie y se hace su curado, obteniendo en este caso las dos
mitades que conformaran el dispositivo final. Por ultimo, afiadiendo una fina capa de separacidn entre ellas
también de PDMS, se lleva a cabo la unién de ambas mitades obteniendo el dispositivo mostrado en la Fig.
3.13. Un esquema de este proceso se puede encontrar también en la Fig. 3.13.

Un ejemplo del uso de PS se puede encontrar en el trabajo de Cao y su equipo [53], en el que mediante el uso
de un proceso de Xurografia y Laminacién llevan a cabo la fabricacion de un dispositivo micromezclador
tridimensional. En él, mediante la unién por termocompresion de un total de 14 capas de PS (cada una de ellas
de 125 um de espesor) cortadas con un plotter de corte de escritorio, conforman la intrincada geometria 3D
qgue puede verse en la Fig. 3.14. Se puede observar también en la Fig. 3.14 las capas que conforman en su
conjunto la geometria 3D y el resultado final durante su uso, viéndose la capacidad de mezclado que el
dispositivo posee.

En el trabajo de Chen y su equipo [60] se explicaria el proceso de fabricacidon de un dispositivo microfluidico
autocontenido para el aislamiento, amplificacion y deteccién de acidos nucleicos. Este dispositivo estaria
fabricado en PC por su alta temperatura de transicién vitrea, tal y como se ha analizado anteriormente. Se
puede ver en la Fig. 3.15 el resultado final tan complejo que obtienen, asi como la vista en seccién del
producto. Para conseguir un producto de tal complejidad, el conjunto de investigadores hace uso de un
proceso de microfresado, aunque explican que el dispositivo estd disefiado para su fabricacién por medio de
moldeo por microinyeccién.

Por ultimo, en los trabajos de Saez y su equipo [71] y de Jeon y su equipo [72] se pueden encontrar ejemplos
del uso de COC para la fabricacion de dispositivos microfluidicos.

En el primer trabajo [71] se puede observar la fabricacién de un dispositivo 3D formado por un canal en forma
de serpentin a modo de mezclador fabricado por Xurografia y Laminacidn por unién con PSA siguiendo lo que
se denomina “técnica del Origami”. Esta técnica se llevaria a cabo por el corte no de varias capas de COC que
luego se superpondrian, si no de una Unica ldamina de COC que cuenta con todas las capas que el dispositivo
necesita (Fig. 3.16). Esta lamina seria plegada de una manera determinada, formando un complejo ensamblaje
gue da como resultado el producto final. Unas laminas de PSA colocadas de forma estratégica servirian como
métodos de unidén (elementos blancos sobre la superficie de COC). Se puede observar en la Fig. 3.16 el
resultado final de este proceso siendo utilizado.

En el segundo trabajo [72] el grupo de Jeon lleva a cabo la fabricaciéon de una plataforma de cultivo celular in
vitro en COC mediante procesos de Hot Embossing. En este caso, el proceso seguido para la fabricacion del
dispositivo se muestra en la Fig. 3.17: Partiendo de una oblea de silicio conformada con la geometria negativa
gue se quiere obtener (a), se fabrica inicialmente un molde de PDMS (b). Posteriormente, con este molde de
PDMS se fabrica un segundo molde de resina epoxi (c, d) para llevar a cabo el sellado de una oblea de COC por
Hot Embossing (e). Tras este proceso, la oblea se prepara (f, g) y se sella con una segunda lamina de COC por
termocompresion, obteniendo el dispositivo final (h). Se muestra en la Fig. 3.18 el resultado final de este
proceso de fabricacién y un detalle de sus canales, mostrando la gran resolucion del resultado final por Hot
Embossing.
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(a)

Fig. 3.17. Esquema del proceso de fabricacion seguido para la fabricacion del dispositivo microfiuidico de COC
por Hot Embossing de Jeon y su equipo. Extraido de [72].

Fig. 3.18. Plataforma de cultivo celular in vitro fabricada por Jeon y su equipo. Extraido de [72].
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Capitulo 4. Fabricacion, validacion y uso en ensayos
experimentales de un dispositivo microfluidico con
capacidad de monitorizacion de oxigeno.

4.1. Ambito del proyecto: colaboracion entre BEOnChip y PreSens.

Todo lo introducido con anterioridad, en especial lo referente a la Xurografia/Laminacion como método de
fabricacion y al COC como material utilizado, aporta el contexto tedrico para tratar la fabricacidn, validacién y
uso en ensayos experimentales de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacidon de oxigeno.
Como se ha indicado en los objetivos del proyecto, este seria el punto principal por desarrollar.

Con el fin de comprender qué productos se desean combinar y las potenciales capacidades que poseeria el
producto final, se dispone a hacer una breve presentacidn de ambas empresas y productos, indicando en la
medida de lo posible ejemplos de su uso real en la literatura.

4.2. BEONChip:

4.2.1. Presentacion de BEOnChip.

BEONChip Biomimetic Environment On Chip S.L., tal y como especifican en su pagina web [73], es una empresa
fundada en 2016 a raiz de la investigacion llevada a cabo por Rosa Monge, Ignacio Ochoa y Luis Fernandez en
la Universidad de Zaragoza.

BEONChip se especializa en el desarrollo de dispositivos microfluidicos principalmente para su uso en estudios
in vitro en el dmbito OoC. La oferta de producto que esta empresa posee varia entre productos propios ya
desarrollados o productos personalizados, hechos para cumplir las necesidades especificadas por el cliente.
En este proyecto se centra la atencidn Unicamente en los productos propios de la empresa.
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Fig. 4.1. Producto de la empresa BEOnChip. De izquierda a derecha.: BE-Flow, BE-Doubleflow, BE-Transflow y

BE-Gradient. Fuente.: BEOnChip.

En la Fig. 4.1 se pueden ver los principales productos de BEOnChip: BE-Flow, BE-DoubleFlow, BE-Transflow y
BE-Gradient. Todos sus productos propios se fabrican siguiendo una combinacion de dos técnicas de

fabricacion:

4.22.

Moldeo por microinyeccion y Xurografia/Laminacion:

La parte superior de los dispositivos o “pieza inyectada” se fabrica mediante un proceso de moldeo
por microinyeccidn. En esta capa (a excepcion del BE-Gradient, en el cual también se conforman
los canales) estardn presentes Unicamente las conexiones fluidicas entre el dispositivo y el
equipamiento de perfusién externo y los reservorios de evaporacion, contando en la parte mas
baja con una superficie plana. Cabe indicar que las conexiones roscadas utilizadas por BEOnChip
estan patentadas, pues poseen una abertura hacia los reservorios de evaporacion que evita la
introduccion de burbujas en el circuito microfluidico al realizar la conexidn con el equipo externo.
Los canales y la base de los dispositivos se conforman siguiendo un proceso de Xurografia:
Mediante el uso de un plotter de corte, distintos materiales laminados son estructurados segin
los disefios que se hayan realizado en softwares tipo CAD. Se forman asi las distintas formas de
sus canales, que posteriormente se unirdn entre siy a la pieza inyectada por medio de adhesivos
o de procesos de termocompresion.

Producto utilizado de la empresa: BE-Flow.

Si bien todos ellos poseen cualidades propias muy interesantes, se pone el foco en el dispositivo BE-Flow, al

ser a partir

del cual se va a desarrollar el dispositivo de este proyecto. Se puede observar en la Fig. 4.2 un

ejemplo del BE-Flow. Este producto es el mas simple de la empresa, contando con 2 canales paralelos de

tamafio vari

able (normalmente de 1.5 mm de ancho por 0.375 mm de espesor y 43 mm de largo) en los cuales

se pueden llevar a cabo hasta 2 cultivos celulares simultdneos. Las especificaciones técnicas del BE-Flow
pueden encontrarse en Anexo l. La metodologia de uso de estos dispositivos es la siguiente:

24/06/2021

Se debe tener un cultivo celular previo del cual extraer las células para su sembrado en el
dispositivo. Asi, tras tripsinizar el cultivo existente, se aspiran 100 pl y se afiaden en el interior de
los canales. Se dejara reposar el conjunto para asegurar una adhesion de las células a la superficie
del dispositivo.

Una vez se tenga una capa confluente de células, se puede conectar el dispositivo a los sistemas
de flujo que se vayan a utilizar. Para ello se debe hacer uso de las conexiones roscadas presentes
en la pieza inyectada. Se muestra en la Fig. 4.3 un ejemplo de un dispositivo BE-Flow con un equipo
de flujo conectado.

Para mas informacién sobre el uso y el cultivo de células en el BE-Flow, consultar su ficha técnica
en el Anexo I.
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Fig. 4.2. Dispositivo BE-Flow de la empresa BEOnChip (izq.) y modelo virtual mostrando las distintas capas de las
que se compone (drcha.). Fuente.

Fig. 4.3. Dispositivo BE-Flow con un equipo de flujo conectado a las conexiones roscadas. Fuente: BEOnChip.

Se muestran en la Fig. 4.2 las distintas capas que conforman el dispositivo. Tal y como se ha comentado
con anterioridad, éste se compone de una pieza fabricada por inyeccion (pieza superior) y de dos capas
inferiores, que conformaran los canales (azul, estructurado) y la base del dispositivo (azul, liso), pegadas entre
si por medio de capas de adhesivo (verde).

4.2.3. Ejemplos del uso de sus productos en la bibliografia:

Se pueden encontrar diversos ejemplos en la bibliografia sobre el uso de productos de esta empresa,
normalmente de productos personalizados basados en su mayoria en el dispositivo BE-Gradient. Asi, se puede
observar que se ha hecho uso de los productos de BEOnChip para: el desarrollo de modelos microfluidicos de
Glioblastoma Multiforme (GBM), a través de los cuales han podido estudiar los efectos que tienen las
obstrucciones vasculares en la agresividad y migracidon tumoral [74]; la creacién de un modelo in vitro del
Microambiente Tumoral (TME, uno de los aspectos mas importantes de cara al desarrollo tumoral o a la
respuesta individual de cada tumor a los tratamientos quimioterapéuticos) que permite el estudio de distintos
parametros caracteristicos de éste (muerte celular o gradientes quimicos, entre otros) [75]; la creacion de
modelos del TME in vitro utilizados para el desarrollo de protocolos de recuperacion celular, de modo que los
cultivos tumorales puedan retirarse y recuperarse de la plataforma microfluidica para su estudio o
manipulacidn externo sin ningun efecto en la viabilidad celular [76] o incluso la creacién de modelos tumorales
en los cuales poder probar la efectividad de tratamientos antitumorales novedosos (como el uso de las
proteinas TRAIL) en funcién de las lineas tumorales y del método de entrega (de manera convencional o el uso
de nanoparticulas lipidicas funcionalizadas con TRAIL) en modelos tanto de cancer de pulmén [77] como de
cancer de colon [78] (Fig. 4.4).
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Control sTRAIL LUV-TRAIL

Fig. 4.4. Ejemplo del uso de un dispositivo microfiuidico de BEOnChip en el estudio de la citotoxicidad de
distintos métodos de entrega de la proteina TRAIL: Método convencional (STRAIL, soluble) y con nanoparticulas
lipidicas (LUV-TRAIL). Extraido de [78].

4.3. PreSens:

4.3.1. Presentacion de PreSens:

PreSens Precision Sensing GmbH, tal y como se dice en su pagina web [79], es una empresa nacida en 1997 de
las investigaciones realizadas en la Universidad de Regensburg, en Alemania. Esta compaiiia se especializa en
el desarrollo tanto de sensores quimicos, especialmente para la medicién de pH, CO, y O,, como del equipo
electrénico utilizado para el control y tratamiento de los datos medidos. Poseen un amplio abanico de
productos, especialmente destinados para el sector biomédico o agroalimentario, que destacan por ser
métodos de medicidn no invasivos y en tiempo real

4.3.2. Productos utilizados de la empresa: SensorPlugs, POF, OXY-4 ST, PMS2.

En este apartado se analizaran los diversos productos de la compaiiia que seran utilizados en el desarrollo del
dispositivo microfluidico integrado. Asi, estos productos son:

SensorPlugs (Fig. 4.5):

Linea de sensores desechables de la compaiia PreSens especialmente disefiados para su uso en
mili/microfluidica. Suponen una combinacién del producto principal de la empresa (sus sensores moleculares
Opticos) y una conexidn plastica a modo de interfaz microfluidica mediante la cual se llevaria a cabo la
integracion del sensor en el interior de los dispositivos microfluidicos. La combinaciéon de ambos elementos
crea un dispositivo del tipo Plug & Play que solo necesita ser introducido en un circuito microfluidico para
poder ser utilizado. Esta familia se divide en 3 tipos de sensores, cada uno de los cuales detectaria una sefial
biométrica diferente: O, SensorPlug, pH SensorPlug y CO. SensorPlug. De entre éstos, en este proyecto
Unicamente se utilizaran los O, SensorPlugs (Fig. 4.5), al ser los sensores mas robustos de PreSens y los que se
quieren integrar con el producto de BEOnChip en este proyecto.

44
24/06/2021



upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa

Fig. 4.5. Linea de sensores SensorPlug (izq.), O SensorPlug (centro) y su modelo 3D mostrando sus dos
componentes (drcha.). Fuente.

Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

El O, SensorPlug esta formado principalmente por 2 partes: El Plug y el SensorSpot.

- Plug (Fig. 4.6): Es una pieza de material polimérico que sirve tanto de soporte de la parte activa
(SensorSpot) en la medicion como de método de conexién entre el interior del dispositivo
microfluidico y el exterior. En el caso del sensor de O, esta pieza es de color azul, mientras que
para el CO; es de color verde y para el pH es de color rojo (Fig. 4.5).

Olive

MiniLuer

Fig. 4.6. Detalle del Plug y de sus conexiones.,

Se puede ver en la Fig. 4.6 la forma que éste posee, estando éste dividido en 2 conexiones fluidicas distintas:

- Puerto MiniLuer (macho): Conexién microfluidica estandar que servird como método de encaje
en un puerto MiniLuer hembra del dispositivo microfluidico.

- Puerto Olive (macho): Conexidon microfluidica normalmente utilizada para la conexién de tubos
flexibles a través del cual se hard la conexién del dispositivo de medida (en este caso, una fibra
Optica polimérica o POF).

Las medidas aproximadas de estos puertos se pueden encontrar en la Tabla 4.1, que expone una comparacion
entre las medidas dadas por el proveedor y otras medidas tomadas mediante microscopia dptica a modo de
control de calidad (resultado de la media de las dimensiones de 3 Plugs distintos).
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Tabla 4.1. Medidas del Plug y del SensorSpot, tanto las aportadas por el proveedor (Plano) como las tomadas
mediante microscopia (Medida Microscopio). A la derecha se encuentra la leyenda de las medidas.

D

G

PLANO | MEDIDA MICROSCOPIO
LEYENDA | (mm) (mm)
A 2.61 2.62
B 2.81 2.80
C 4.21 4.11
D 4.40 4.24
E 2.00 2.01
F 1.80 1.76
G 1.63 1.61
1 3.00 2.92
2 3.00 2.86
3 4.00 4.02

- SensorSpot: En la punta del Plug (extremo de la conexién MiniLuer) se encuentra adherido el
SensorSpot (0, SensorSpot modelo PSt7-10-YOP), componente en donde se lleva a cabo la medida
de la concentracién de oxigeno. Estos sensores poseerian como partes constitutivas: Una fina base
polimérica (sustrato) recubierta por un recubrimiento biocompatible USP de Clase VI, una capa de
adhesivo biocompatible como método de unién al Plug y una capa de tinta fluorescente
(biorreceptor) en la cual se daria un fenémeno de quenching dindmico de luminiscencia al entrar
en contacto con oxigeno molecular. En la Fig. 4.7 se puede ver un esquema del funcionamiento
de estos sensores. Se puede observar en la Tabla 4.1 que su didmetro es de 1.9 mm, inferior al
diametro del extremo de la conexidn MiniLuer, aspecto que sera relevante a la hora de llevar a
cabo su integracion con el BE-Flow.

El espesor de este SensorSpot varia en funcion de qué tipo de sensor se tiene. En el caso del O,
SensorSpot, el espesor es de 152 + 6 um.

o @ - O

absorption of light excited state

 9-0-£.0

emission of light
- O

energy transfer
by collision
- no emission of light

O

Fig. 4.7.. Esquema del fenomeno de quenching dinamico de luminiscencia que ocurre en los sensores para la
deteccion del oxigeno molecular. (1) En la ausencia de O> molecular, toda la luz absorbida por el sensor es
emitida de vuelta. (2). En la presencia de oxigeno, la luz absorbida por el sensor es transmitida al O, de modo
que no es emitida de vuelta. Fuente.
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Cabe indicar que en el O, SensorPlug el SensorSpot es su parte mas delicada. Este tipo de sensor posee asi una
serie de contraindicaciones durante su uso o manipulacién:

- Se debe evitar la aplicacién de tratamientos basados en plasma (de cualquier tipo) o de luz UV a
los sensores para evitar su inhibicién (fotoblanqueo). Este aspecto serda muy relevante, ya que
ambos métodos son comunmente utilizados para llevar a cabo procesos de esterilizacidon o de
activacion superficial de dispositivos microfluidicos. Segun indica el fabricante, los Unicos métodos
de esterilizacién admitidos serian asi el uso de Etanol 70%, Oxido de Etileno o Radiacién B.

- Se debe evitar el contacto con el SensorSpot en la medida de lo posible, huyendo de la aplicacidn
de esfuerzos tangenciales o normales. Esto posee una implicacion muy importante a la hora de
llevar a cabo la introducciéon del sensor en el dispositivo, afectando al proceso de montaje.

- Los SensorPlugs vienen calibrados de fabrica y listos para su uso. Debe asi evitarse cualquier
manipulacion indebida, exposicién a la luz o colocacidn errédnea que pueda llegar a afectar a su
calibracion para asi evitar cualquier error en la medida. Aun asi, es posible llevar a cabo un proceso
de limpieza y recalibracidon del producto tras su uso (aun siendo considerado un producto
desechable).

La informacidn técnica del SensorPlug se puede encontrar en el Anexo I.

Equipo de medida de oxigeno OXY-4 ST (G3) (Fig. 4.8):

Equipo de medida dptico desarrollado por PreSens. Siguiendo un montaje de medida por reflexién, el equipo
OXY-4 ST envia una seiial laser desde su conexién y a través de la POF al O,SensorPlug, la cual es reflejada por
el SensorSpot. El OXY-4 ST mediria asi la diferencia entre la sefal recibida y la enviada, a partir de la cual se
calcularia la cantidad de oxigeno molecular presente en la muestra en relacidn con la absorcién que se ha
dado en el SensorSpot.

Fig. 4.8. Equipo OXY-4 ST (G3) de la empresa PreSens. Fuente: Anexo 1.

Este equipo posee un total de 4 conexiones de tipo ST hembra a través de las cuales se conectarian las POF, y
al conformar cada una de ellas un canal de medicidn se podrian llegar a hacer un total de 4 medidas de oxigeno
de forma simultdnea. Ademds, en caso de ser necesario, cada uno de los canales del OXY-4 ST posee una
posible conexién a una sonda Pt-100 para llevar a cabo una compensacién de la concentracién de O, en funcién
de la temperatura de la muestra. Esta caracteristica no sera utilizada en este proyecto.

El OXY-4 ST puede medir Unicamente los datos provenientes del O, SensorPlug, no asi los del resto. La
informacidn técnica de este equipo puede encontrarse en el Anexo l.
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POF (Fibra Optica Polimérica, Fig. 4.9):

Fig. 4.9. POF de la empresa PreSens. Fuente: Anexo 1.

Elemento de conexidn entre los SensorPlug y el OXY-4 ST. Se le denomina POF al estar su nucleo fabricado
mediante un material polimérico (normalmente PMMA, [80]) en lugar de vidrio. Esta fibra éptica guia la sefial
luminosa saliente del OXY-4 ST, que llega hasta el SensorSpot y es reflejada de nuevo al OXY-4 ST para su
medicién. Posee dos extremos: Una conexion ST macho que se conecta a la conexion ST hembra del equipo
de medida y un extremo sin recubrir (9 mm del nucleo de la fibra dptica al descubierto) que se conecta al
puerto Olive del SensorPlug. La ficha técnica de este equipo puede encontrarse en el Anexo I.

PreSens Measurement Studio 2:

Software de medida desarrollado por PreSens, compatible con todos sus equipos de medida y sensores, que
permite la monitorizacion simultdnea de todos los equipos enlazados a él. La explicacién de como utilizarlo se
encuentra en el siguiente enlace.

4.3.3. Ejemplos del uso de sus productos en la bibliografia:

Al igual que con los productos desarrollados por BEOnChip, se pueden encontrar en la literatura diversos
ejemplos del uso real de los sensores de PreSens en los sectores agroalimentario y biomédico. Se destaca aqui
la aplicacién de la linea SensorPlug, al ser los sensores que mayor interés despiertan para este proyecto. Asi,
se puede observar el uso de los SensorPlug para: la monitorizacidn de las concentraciones de O, CO,y pH para
la validacion de un modelo microfluidico de pulmén (Lung on a Chip) utilizado en cultivos celulares con Interfaz
Aire-Liquido [81]; para monitorizar la evolucién de un cultivo de fibroblastos de mamifero [82]; el estudio de
los cambios en el pH y en la concentraciéon tanto del O, como del CO; salivares al mascar chicles con xilitol (una
variante de esta goma de mascar menos perjudicial para los dientes ya que reduce la aparicidn de caries) en
un dispositivo microfluidico analitico [83]; el estudio de los cambios en la concentracion de O,y de pH en
modelos de inflamacién de la microglia in vitro, parametros a través de los cuales estudiar los cambios
metabdlicos que tienen lugar durante la polarizacion de la microglia en estos procesos inflamatorios (Fig. 4.10)
[84] o incluso el estudio del crecimiento bacteriano (E. Coli) en biorreactores microfluidicos para el estudio de
la posible contaminacion de alimentos, medido en funcion de los cambios en CO,, pH y O, [85].

sensar plug ports
inlet _ : outlet

Fig. 4.10. Ejemplo del uso de los SensorPlug, en este caso de CO, y pH, en un modelo de inflamacion de la
microglia. Fuente: [84].
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4.4. Objetivos, metodologia y materiales:

Se ha visto en el apartado anterior que tanto los productos de PreSens como de BEOnChip poseen muchas
potenciales aplicaciones en diversos campos de estudio, y el uso conjunto de los SensorPlug con dispositivos
microfluidicos OoC es algo que cada vez resulta mas interesante.

Partiendo de esto, se establece como objetivo de este proyecto analizar la combinacién de estos dos productos
en un nuevo dispositivo. La idea de este dispositivo surge a raiz de la colaboracién BEOnChip y PreSens, con la
intencion de suplir esta creciente necesidad de controlar y monitorizar la concentracién de oxigeno de ciertos
modelos de cultivo celular en los que este pardmetro es crucial (como sucede en el caso de modelos Lung on-
a Chip [81], Heart on a Chip o en modelos cerebrales [74]). Este mejor control permitiria una reproduccion
mas fiable de las condiciones fisioldgicas, consiguiendo asi modelos mucho mas biomiméticos y, en definitiva,
alternativas mas competitivas a la experimentacién animal.

La concentracidn de oxigeno pericelular puede llegar a ser un pardmetro muy relevante, ya que no solo ésta
molécula es la responsable del metabolismo celular, sino que también es un factor muy importante en el
proceso de diferenciacién celular [86]. Ademds, como se ha visto en distintos ensayos in vitro, puede llegar a
ser muy diferente a la concentracién de oxigeno ambiental [87].

Con este objetivo, se analizard en primer lugar el método de fabricacién utilizado y las modificaciones a las
gue se debe someter el BE-Flow de BEOnChip, pasando a analizar el rendimiento del producto final para
cumplir una serie de requisitos:

- Ausencia de fugas y una presion interna maxima de 2 bar.
- Biocompatibilidad.
- Lacapacidad de medida de los SensorPlug no se debe ver alterada tras su manipulacion.

Finalmente, se hard uso del dispositivo fabricado para estudiar el intervalo de adaptacion de un cultivo celular
a un ambiente de hipoxia, para asi resaltar una de las limitaciones de este tipo de estudios: La lentitud a la que
el oxigeno disuelto en el medio de cultivo se equilibra con el del entorno, retrasando la consecucién de las
condiciones de ensayo.

Para este proyecto se han utilizado distintos recursos, tanto fisicos como virtuales, ademds de materiales de
fabricacion. Excluyendo aquellos analizados en la Seccién 4.2.2 y 4.3.2, estos recursos son:

4.4.1. Equipo fisico:

Para el desarrollo del dispositivo microfluidico se hace uso tanto de equipos de prototipado rapido como de
equipo propio de laboratorio:

Corte por laser de CO; (Fig. 4.11):

Hace uso de un laser pulsatil de CO; (9.4 — 10.6 nm, 40 W) para causar la sublimacién del material sélido a
cortar. Este equipo cuenta con una resolucién de 0.0125 mm y una velocidad de corte de 100 mm/s. Se utiliza
en este proyecto para el corte de placas de PMMA. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo
1.

49
24/06/2021



upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa

Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

Fig. 4.11. Equipo de corte por laser de CO: Liaocheng City Hengchunyuan Machinery Equipment Co., Ltd FL-K40.
Fuente.

Equipo de estereolitografia (SLA, Fig. 4.12):

Sistemas de impresion 3D que hacen uso de una combinacién de una piscina de fotoresina y de un laser UV
(405 nm). Cuenta con una plataforma de impresién que se introduce en la piscina, en la cual el laser va curando
la fotoresina capa a capa hasta crear una geometria 3D que queda adherida a la plataforma. La resolucién de
este equipo es de 25 um en el plano XY, y en el eje vertical varia en funcién del nimero de capas establecido
para la impresion. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo Il

Fig. 4.12. Equipo SLA FormLabs Form 2. Fuente.

Plotter de corte (Fig. 4.13):

Maquina de corte para Xurografia. Normalmente este tipo de equipos se utilizan en el sector del disefio textil
o de la papeleria, sin embargo, su uso en el campo de la microfluidica ha sido muy estudiado al ser una
herramienta de prototipado rdpido de coste reducido y con la cual se obtienen resultados muy buenos sin la
necesidad de utilizar salas blancas. Este equipo cuenta con una resolucién de 0.005 mm, una velocidad de
corte maxima de 1.49 m/sy una fuerza de corte maxima de 5.88 N. La ficha técnica de este equipo se encuentra
en el Anexo Il.

Fig. 4.13. Plotter de corte GRAPHTEC FC8600. Fuente.
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Plancha de transferencia o de termocompresion (Fig. 4.14):

Sistema para la unidn de materiales por termocompresion. Este tipo de equipos son normalmente utilizados
en la industria textil para el estampado de disefios, sin embargo, su uso es muy atractivo en procesos de
Xurografia/Laminacidn. Este equipo alcanza una temperatura maxima de 3162C, estando la presién controlada
por la fuerza de cierre manual. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo Il.

Fig. 4.14. Plancha de transferencia o termocompresora manual GEO Knight DC8. Fuente.

Cdamara de flujo laminar (Fig. 4.15):

Una cdmara de flujo laminar es un espacio a través del cual fluye de manera constante un flujo de aire vertical
gue desemboca en una serie de elementos de filtrado para llevar a cabo una limpieza constante del interior
de la cdmara.

Su uso es muy comun en el campo de la biologia y de la biomédica, siendo utilizados como cabinas de
seguridad microbioldgica. Su uso previene por un lado que el investigador aspire particulas o microbios
presentes en el interior de la cdmara y por el otro la entrada de particulas contaminantes desde el exterior.

Su uso en la fabricacidn de dispositivos microfluidicos es muy importante, sobre todo siguiendo procesos de
Xurografia/Laminacidn, pues evita la aparicién de escoria entre las distintas capas al proporcionar un aire libre
de particulas. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo Il.

W
Telstar

Fig. 4.15, Camara de flujo laminar Telstar Bio II Advance Plus. Fuente.

Equipo de tratamiento por plasma de O, a baja presion (Fig. 4.16):

Los equipos de tratamiento o limpieza por plasma de O; a baja presion son cdmaras de vacio en las cuales se
crea un plasma frio de O,, en cuyo interior se encuentran las piezas a tratar/limpiar. La interaccidn entre el
plasma y la superficie de la pieza a tratar puede causar diversos efectos, tanto quimicos como fisicos: la
formacidn de compuestos quimicos, la creacién de recubrimientos o, lo que resulta mas interesante para este
proyecto, la activacién superficial del dispositivo. Aqui, las particulas del plasma impactan con la superficie y
crean grupos funcionales hidréfilos, mejorando la mojabilidad del material utilizado y con ello el flujo a través
de sus canales. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo Il.
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Fig. 4.16. Equipo de tratamiento con plasma de O: Diener ATTO. Fuente.

Cdmaras de incubacién/Biorreactores de perfusion (Fig. 4.17):

Los biorreactores son cdmaras herméticas dentro de las cuales se lleva a cabo la recreacién de las condiciones
fisioldgicas de las células cultivadas, fomentando asi su supervivencia o proliferacidon. Se utilizan, en este caso,
para estudiar la respuesta celular ante distintos tipos de ambientes (Hipoxia, Humedad excesiva, entre otros).
Los biorreactores de perfusidn, por su parte, son un tipo de equipos mas desarrollados en cuyo interior se
incluyen una o varias bombas peristdlticas para el estudio de cultivos bajo perfusion. Los cultivos por perfusion
por un lado aumentan la supervivencia celular (renovacién del medio de cultivo y excrecidon de desechos) y
por otro lado permite el estudio de la respuesta celular ante la aparicién de flujos y los esfuerzos de cizalla
resultantes.

Las cdmaras de incubacién utilizadas cuentan con sistemas para el control de 4 pardmetros ambientales: %0,
%CO;, Temperatura y Humedad Relativa, ademds de contar con sistemas de perfusion. Estos equipos seran
utilizados de cara al uso del dispositivo en los ensayos experimentales, donde se utilizaran 2 biorreactores de
perfusién (sin hacer uso de las bombas peristalticas, Unicamente como cdmaras de incubacion): uno en
condiciones de normoxia (%0, ambiente) y otro en condiciones de hipoxia (%0, reducido), con %CO,,
Temperaturas y Humedades similares. La ficha técnica de este equipo se encuentra en el Anexo Il.

~C§

TEB1000 Master Unit for cell
culture under flow conditions.

Fig. 4.17. Camara de incubacion o biorreactor de perfusion EBERS TEB1000. Fuente.

4.4 2. Software utilizado:

De manera analoga al equipo fisico utilizado en el desarrollo del dispositivo integrado, también se hace uso de
una serie de recursos virtuales (software) durante el proceso de fabricacion. Estos softwares son:

- AutoCAD: Programa de disefio asistido por ordenador (CAD) perteneciente a la empresa
AutoDesk. Utilizado para desarrollo de modelos 2D de la estructuracidn de las distintas capas del
dispositivo, que posteriormente serian enviados al Plotter de corte o al equipo de ablacién por
laser de CO; para llevar a cabo la fabricacidon, por ejemplo, de los canales del dispositivo.
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Solid Edge: Programa de disefio asistido por ordenador (CAD) de Siemens mas enfocado al disefio
3D. Utilizado principalmente como herramienta de visualizacion y creacion de modelos virtuales
para su impresién con el equipo SLA.

Materiales de fabricacién utilizados:

la seleccion de los materiales para desarrollar el producto, destaca el uso del COP y del COC, cuyas

caracteristicas han sido analizadas con anterioridad. Con esto en mente, en funcidn de la disposicidn de estos
materiales se tiene:

45.C

COP laminado: Ldminas de COP de 188 um de espesor. Son utilizadas para que mediante su
estructuracion por corte con Plotter conformen varias capas del dispositivo microfluidico.

COC hibrido laminado: Laminas de COC hibridado con un material siliconado de 150 um de
espesor. En seccién, 100 um serian de COC y el resto del material siliconado. Son utilizadas para
gue mediante su estructuracién por corte con Plotter conformen los canales del dispositivo
microfluidico.

COP inyectado: Material del que se componen la pieza inyectada superior de los dispositivos
microfluidicos de BEOnChip, en la cual estan presentes las conexiones fluidicas y los depésitos de
medio de cultivo.

Adhesivo laminado: Ldminas de adhesivo de 25 um de espesor mediante las cuales se lleva a cabo
la adhesidon por aplicacién de presidon de las distintas capas que conforman el dispositivo
microfluidico.

Compuesto siliconado laminado: Laminas de 100 um de espesor conformadas por un compuesto
siliconado que poseen la funcién de habilitar la unién de las distintas capas que conforman el
dispositivo microfluidico mediante procesos de termocompresion.

onsideraciones y estudios iniciales sobre la combinacion de ambos

productos:

Conocidos los principales aspectos técnicos tanto de los productos que se quieren combinar como de los
equipos o del software a utilizar se procede a disefiar un proceso de fabricacidn para el dispositivo estudiado.
El desarrollo de este proceso nace de la respuesta a 3 cuestiones principales:

¢Qué modificaciones en el BE-Flow son necesarias para la inclusién del SensorPlug?

¢Qué método de uniodn se utiliza para las distintas capas del dispositivo microfluidico?

¢Qué proceso de fabricacidn es necesario para conseguir el producto final respetando las
indicaciones del fabricante?

Las respuestas a cada una de estas cuestiones conforman un apartado propio, y finalmente llevan al producto
completamente desarrollado.

24/06/2021
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4.5.1. Modificaciones necesarias en el BE-Flow:

Modificaciones en la pieza de inyeccion:

Para asemejar la integracion de los SensorPlug en dispositivos microfluidicos llevada a cabo tanto por PreSens
como por otros grupos de investigacion (Fig. 4.10) se decide que la aproximacion a realizar sea la mas simple
y a la vez efectiva: El uso de un taladro vertical para crear orificios en la pieza de inyeccién, a través de los
cuales se llevara a cabo la introduccion de los sensores al dispositivo. Estos agujeros deben quedar centrados
con respecto a los canales que se encuentran en la capa inmediatamente inferior, y se realizaran algo
desfasados con respecto a la linea media de la pieza de inyeccidn para habilitar laimplementacidon en otro tipo
de dispositivos de BEOnChip (Be-Transflow). Los orificios tras la introduccidn de los SensorPlugs deberan ser
herméticos para evitar posibles fugas del interior de los canales, aportando el apriete necesario para aguantar
una presion interna de 2 bar. Es por eso por lo que su didmetro serd un aspecto muy relevante.

Existe un problema relacionado con el posicionamiento de los orificios: El taladrado de estos huecos debe ser
totalmente reproducible, y dado que el proceso se realiza de manera manual resulta muy complicado. Para
solventar esto se decide fabricar el denominado “Util de taladrado” (Fig. 4.18), un util de fabricacién
desarrollado en PMMA y fabricado por medio de corte por laser en el que se introducirdn hasta 3 piezas de
inyeccion. Con él, y gracias a una serie de orificios a través de los cuales se introducira la broca del taladro, se
posibilita la creacién de los agujeros siempre en la misma localizacion de manera completamente
reproducible.

Fig. 4.18. Util de taladrado fabricado en PMMA (izq.) y su modelo virtual con las piezas de inyeccion colocadas en
su lugar y preparadas para ser taladradas (drcha.).

Tras el desarrollo de una serie de pruebas de ajuste del sensor a los huecos taladrados, se llega a la conclusién
de que el tamafio de broca éptimo es de 2.75 mm. Con este tamafio de agujero el apriete maximo conseguido
entre el sensor (de didametro maximo de 2.81 mm) y la pieza de inyeccidn es suficiente para asegurar una union
a priori suficientemente fuerte. Ademas, las pruebas con el util de taladrado muestran que la posicion de los
orificios es siempre idéntica, por lo que el proceso es totalmente reproducible.

Modificaciones en los canales del BE-Flow:

Se ha visto en la Seccion 4.2.2 que Producto utilizado de la empresa: BE-Flow.el tamafio estandar de los
canales del BE-Flow es de 1.5 mm. Si se compara esta dimension con el ancho el SensorSpot, de 1.9 mm, se ve
gue este Ultimo no podria entrar en el interior de los canales para llevar a cabo la medicién.
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Fig. 4.19. Esquema mostrando la comparacion del diametro del SensorSpot (1.9 mm) y del ancho de los canales
original (1.5 mm, izq.) y modificado (2.2 mm, drcha.) para permitir su entrada en ellos.

Es por eso por lo que el ancho de los canales debe alterarse. Dado que la concentricidad del SensorSpot con
respecto al eje longitudinal del Plug no esta asegurada por parte del fabricante, se decide que el ancho de los
canales sea de 2.2 mm de modo que se deje un cierto margen de seguridad para estas variaciones de la
concentricidad (Fig. 4.19). La profundidad de los canales debera ser en principio mayor de 152 um, aspecto
gue se cumple con el disefio estandar. Sin embargo, por parte de BEOnChip se decide que la penetracién del
SensorSpot en el interior del canal debe ser la minima posible para asegurar que el sensor realice sus
mediciones de manera fiable, pero no excesiva de modo que no interrumpa o altere el flujo del canal. Se
recomienda asi que el SensorSpot no se introduzca mas de 50 um. La consecucién de este aspecto se explica
en la Seccién 4.5.3.

Otro aspecto muy importante es que el Plug quede completamente rasante con la superficie inferior de la
pieza de inyeccion. Esto es requerido por 3 motivos:

- La parte inferior de la pieza de inyeccidon debe poseer una planitud total para asegurar una union
hermética con los canales.

- Una penetracion excesiva del SensorPlug en los canales podria causar cambios locales en la
velocidad del flujo, con el consiguiente aumento en las tensiones de cizalla sobre las células.

- Una penetracién insuficiente del SensorPlug podria funcionar como una trampa de burbujas,
manteniendo aire en las cercanias del sensor y potencialmente falseando la medida tomada.

Tras varias pruebas, se establece que esto se conseguird utilizando la superficie no
ocupada por el SensorSpot del puerto MiniLuer del Plug. El planteamiento es el
siguiente (Fig. 4.20):

- Se utiliza un agujero en una superficie aparte cuyo didametro se encuentre
entre los 1.9 mm (@ SensorSpot) y los 2.61 mm (@ Extremo distal de la conexién
MiniLuer), de modo que se apoye en la superficie restante. Se establece que este
didametro sea de 2.2 mm, al igual que los canales, para tener en cuenta la posible no
concentricidad del SensorSpot.

- Con este agujero, se superpone de manera concéntrica el agujero de la pieza
de inyeccién. Posteriormente se introduce el SensorPlug, que al llegar a la interfase
entre ambas piezas hard tope con el orificio inferior y quedara completamente
rasante con la pieza de inyeccion.

Fig. 4.20. Esquema del uso
de la superficie no cubierta
por el SensorSpot.
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Un desafio para conseguir esto es asegurar la concentricidad de ambos orificios a la hora del montaje del
SensorPlug, ya que cualquier desfase podria llevar a que el sensor recibiera esfuerzos normales o de cizalla y
se dafiara. Por ello, se desarrolla otro util, denominado “Util de liberacion del Spot” (Fig. 4.21), fabricado en
PMMA por corte laser con el que se asegura la concentricidad de ambos orificios al colocar las piezas de
inyeccion en una posicién determinada.

Fig. 4.21. Util de liberacion del Spot fabricado en PMMA (izq.); Modelo virtual del util de liberacidn del Spot con
las piezas de inyeccion y los aplicadores colocados en su lugar para proceder a introducir los SensorPlug
(centro); Aplicador y su método de uso (drcha.).

Para facilitar la introduccion de los SensorPlug y facilitar la aplicacion de la presién necesaria para su
introduccion se disefian unos “aplicadores” (Fig. 4.21), unas piezas que a modo de capuchdn se colocan sobre
los SensorPlug y permiten aplicar una presion constante de manera sencilla. Se evita asi la deformacion del
puerto Olive durante el proceso de montaje. Estos aplicadores son fabricados por medio de impresién 3D de
estereolitografia (SLA).

El Ultimo de los problemas surge dada la diferencia de longitud entre el conector MiniLuer del Plug y el espesor
de la pieza de inyeccién (3 mm vs. 2 mm, respectivamente), que causa que al introducir el SensorPlug y
enrasarlo con la base de la pieza quede 1 mm del Plug sin introducirse. Esto podria llegar a ser causa de
problemas no solo en la introduccién del SensorPlug sino también durante su uso, ya que esfuerzos de flexion
repetidos aplicados al Plug podrian causar un desajuste. Con el fin de solucionar esto de manera parcial, se
coloca una junta térica de 2 mm de didmetro y 1 mm de espesor (en su configuracion indeformada) que suplira
ese milimetro restante, ademas de actuar como barrera de hermeticidad extra.

4.5.2. Método de unién de las capas del dispositivo microfluidico:

Partiendo de la estructura de un BE-Flow estandar, se plantea a continuacién el método de unién entre sus
distintas capas. Como se ha analizado en la Seccién 3.1.5, en la Xurografia/Laminacién los métodos de unién
mas comunes son la unién por medio de adhesivos o con métodos de termocompresion. Se decide asi llevar
a cabo la construccién de 2 tipos de prototipos, uno con cada tipo de unién, para analizar sus caracteristicas y
ver qué tipo de unién se elige.

4.5.3.Procesos de fabricacion disefiados:

Con el fin de desarrollar cada uno de los prototipos, se establecen 2 procesos de fabricacion distintos para
cada uno en funcién del tipo de unidn. Es importante resaltar que, en funcidn del tipo de unién utilizada, los
materiales que conforman las distintas capas del dispositivo variardn:

56
24/06/2021



upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa

Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

Proceso de union por adhesivo:

La estructura y composicion del dispositivo sera tal cual la del BE-Flow estandar con la incorporacion del
SensorPlug (Fig. 4.22). Asi, de arriba abajo en el esquema, el dispositivo poseera las siguientes capas:

- SensorPlug.

- Junta térica.

- Pieza de inyeccidn fabricada en COP.

- Adhesivo estructurado de forma idéntica a los canales. De esta forma el canal no estad expuesto
en su totalidad a la presencia de adhesivo.

- Canales fabricados en COP de 375 um de espesor y 2.2 mm de ancho.

- Base fabricada en COP.

p— 127 um

Fig. 4.22. Modelo virtual explosionado del prototipo ensamblado mediante el proceso de union por adhesivo
(izgda.)y zum del ensamblaje final y la posicion relativa del SensorPlug con respecto a las demas capas del BE-
Flow (drcha.).

El proceso de fabricacidn seguido en este caso seria el siguiente:

1. Taladrado de la pieza de inyeccion con el uso del util de taladrado.

2. Unidn de los canales a la base del dispositivo por medio de adhesivo.

3. Tratamiento de todo el conjunto con plasma de O, a baja presion. Se lleva a cabo asi una activacion
superficial, ademas de un proceso de esterilizacién.

4. Tratamiento con luz UV del conjunto para una maxima esterilizacion.

5. Introduccidn del SensorPlug a la pieza de inyeccidn taladrada con el uso del dtil de liberacion del Spot
y de los aplicadores.

6. Uniodn de la pieza de inyeccidn al conjunto canales + base con adhesivo.

Proceso de union por termocompresion:

En este caso el proceso cambia. El COP es un material muy rigido y estable, por lo que llevar a cabo su unién
por medio de procesos de termocompresién supondria someter al material a temperaturas y presiones
demasiado elevadas. Es por eso por lo que en este caso se hace uso del laminado de COC hibridado con un
compuesto siliconado. En este material, aunque el COC posea caracteristicas similares al COP y su union a él
sea algo compleja, la capa de compuesto siliconado actia como método de unién al ser un material mucho
mas flexible y cuya temperatura de transicidn vitrea es mas baja. Se utiliza este material para unir tanto los
canales entre si como la base.

No obstante, se presenta un problema de cara a realizar la unidn entre los canales y la pieza inyectada: entran
en contacto el COP de la pieza inyectada y el COC de los canales, y su union es algo muy complejo. Para resolver
esto se usa como unién entre ambos un laminado de compuesto siliconado de 100 um de espesor.
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Las capas que conformarian a la alternativa por termocompresion serian, de arriba abajo segun la Fig. 4.23:

SensorPlug.

Junta térica.

Pieza de inyeccion fabricada en COP.

Laminado de compuesto siliconado estructurado con las entradas de flujo y con los orificios para
el paso de los SensorPlugs.

Canales fabricados en COC hibridado con un compuesto siliconado de 300 um de espesor y 2.2
mm de ancho. La capa siliconada iria enfocada hacia abajo, habilitando la unién por
termocompresidn con la capa inmediatamente inferior.

Base fabricada en COP.

Espaciador

Fig. 4.23. Modelo virtual explosionado del prototipo ensamblado mediante el proceso de union por

termocompresion, resaltando el posicionamiento de las capas de COC hibridado, con el compuesto siliconado
(rojo) hacia abajo (sup.) y zum del ensamblaje final y la posicion relativa del SensorPlug con respecto a las

demas capas del BE-Flow (inf.).

El proceso de fabricacion seguido en este caso seria el siguiente:

24/06/2021

Taladrado de la pieza de inyeccion con el uso del util de taladrado.

Unién de los canales entre si por termocompresién.

Unidn de los canales a la base por termocompresion.

Unién del compuesto siliconado a la pieza de inyeccién por termocompresion.

Unidén de los distintos conjuntos por termocompresion.

Tratamiento con plasma (activacion superficial + esterilizacion) y esterilizacidon por luz UV.
Introduccidon de los SensorPlug con el uso de los aplicadores.
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La principal diferencia entre ambos procesos de fabricacidn es el momento de la introduccidn del SensorPlug:
Con la unién por adhesivo, la introduccién del sensor en la pieza de inyeccién puede llevarse a cabo en
cualguier momento siempre que sea previo al ensamblaje final. En el caso de la unién por termocompresion,
la introduccion debe realizarse una vez el dispositivo ya esté completamente ensamblado, evitando meter el
SensorPlug en la termocompresora. Esto lleva a que en el segundo proceso de fabricacién se prescinda del uso
del dtil de liberacién del spot, cambidandolo por otro sistema de enrasado: Jugando con la estructuracion de
las distintas capas del dispositivo se puede llegar a conseguir este mismo efecto (Fig. 4.24). Aqui la capa
siliconada de 100 um de espesor actuaria como espaciador entre la base del Plug y los canales, de modo que
el SensorPlug haga tope con esta [dmina y se introduzca un maximo de 52 um en los canales, tal y como se ve
en la Fig. 4.23. Con esta solucidn se consigue ademas limitar la introduccién del SensorSpot en los canales a
50 um, cumpliendo otro de los requisitos establecidos.

Fig. 4.24. Forma de los agujeros estructurados en el espaciador de compuesto sificonado. Se puede ver que el
SensorPlug hace tope en las zonas sefialadas con flechas, por lo que su introduccion queda limitada por esta
superficie.

4.6. Desarrollo de prototipos:

Una vez conocidas las distintas alternativas que se pueden llegar a tomar para conseguir un producto final
completamente funcional se aplican estos procesos y se desarrollan 2 prototipos:

4.6.1. Prototipo con unién por adhesivo:

Fig. 4.25. Prototipo desarrollado mediante el proceso de union con adhesivo (izq.) y su modelo virtual (drcha.).
Se destacan las zonas de aparicion de burbujas derivadas del uso de adhesivos.
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Las caracteristicas mas relevantes de este dispositivo, mostrado en la Fig. 4.25, son:

Canales de 375 um de espesor, 2.2 mm de ancho y 46 mm de largo,

Longitud de introduccidn del SensorSpot de 127 pum.

La introduccidn del SensorPlug se realiza tras la esterilizacién y activacién superficial pero antes
de que el dispositivo esté completamente ensamblado, lo que hace que haya que manipular el
interior del dispositivo tras su esterilizacion.

Presencia de adhesivo en el perimetro de los canales, que aun siendo poco puede llevar a una
bajada en la supervivencia celular.

4.6.2. Prototipo con union por termocompresion:

Fig. 4.26. Prototipo desarrollado mediante el proceso de union por termocompresion (sup.) y su modelo virtual

(inf).

Las caracteristicas mas relevantes de este dispositivo, mostrado en la Fig. 4.26, son:

4.6.3.

Canales de 350 um de espesor, 2.2 mm de ancho y 46 mm de largo,

Longitud de introduccidén del SensorSpot de 52 um.

La introduccion del SensorPlug se realiza al final del proceso de fabricacién, por lo que no se
manipula el interior del dispositivo tras su esterilizacién.

Ausencia total de adhesivo en el dispositivo.

Las células estdan expuestas a un medio menos rigido en la parte superior de los canales
(compuesto siliconado), lo que puede alterar su comportamiento.

Eleccion final:

Para finalizar esta seccion sobre la fabricacidon del dispositivo modificado, se toma una eleccion final tras
analizar comparativamente ambas propuestas. Se concluye que la alternativa mas viable es la fabricada
mediante procesos de termocompresidn debido a los siguientes puntos clave:

24/06/2021

Se consigue limitar la introduccion del SensorSpot en los canales a los 50 um establecidos como
requisito, resultando aparentemente imposible en el caso del adhesivo. Esta es una de las
principales razones de la eleccién de esta alternativa.

La ausencia total de adhesivo resulta muy atractiva, ya que permite que el dispositivo sea utilizado
en estudios con células muy sensibles a este compuesto.
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- Launidn por termocompresion, si bien no se aprecia muy bien en las imagenes, da como resultado
un dispositivo con mayor transparencia al desvirtuarse las interfases entre los distintos materiales
y eliminar gran parte de la difraccién de la luz que en ellas pudiera suceder. Ademas, el dispositivo
final es mas robusto, consiguiendo una unién mas fuerte. Por Ultimo, elimina un problema comun
del uso de adhesivos: La aparicidén de pequenas burbujas de gas tras el pegado, fendmeno que se
puede ver en la Fig. 4.25.

- La unidén por termocompresién requiere, y por tanto habilita, la introduccién del SensorPlug al
final del proceso de produccidn. Esto hace que todo el dispositivo pueda ser tratado con plasmay
UV cuando se encuentra completamente ensamblado. La Unica manipulacién restante seria la
introduccion de los SensorPlug, que al venir estériles de fabrica y al ser montados dentro de la
campana de flujo laminar no romperian la esterilidad del dispositivo (Fig. 4.27).

Fig. 4.27. Montaje del SensorPlug una vez el BE-Flow se encuentra totalmente ensamblado. El montaje se lleva a
cabo dentro de la campana de flujo laminar.

La composicidn final real del dispositivo disefiado se muestra en la Fig. 4.28:

Fig. 4.28. Composicion final del dispositivo disefiado. De izquierda a derecha: Pieza de inyeccion taladrada,
Espaciador siliconado, Canales de COC hibrido y Base de COP.

Antes de pasar a su uso en el ensayo experimental aiin queda un ultimo paso: La validacidn de los prototipos
finales, de forma que se cumplan los principales requisitos del proyecto. A modo de recordatorio, estos
requisitos son: La ausencia de fugas a través de los taladrados de modo que aguante una presion interna de 2
bar; que su interior sea biocompatible y que los SensorPlug conserven su capacidad de medicién tras el
proceso de fabricacién.
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4.7. Validacion del prototipo final:

Llegado este punto ya se posee un proceso de fabricacién Unico, valido y reproducible para llevar a cabo el
desarrollo de distintos prototipos del dispositivo final, todos ellos completamente funcionales. Sin embargo,
es necesario aun que estos prototipos pasen una serie de pruebas de validacién para asegurar que su
respuesta sea correcta en las condiciones de laboratorio requeridas. Se plantea asi someter a los prototipos
finales a 3 pruebas de validacién:

4.7.1. Validacion de la hermeticidad y robustez del dispositivo final:

Con esta prueba se plantea estudiar por un lado la hermeticidad de la unién entre el dispositivo y el sensor y
por otro lado la presion ejercida entre ambos componentes, que debe ser tal que soporte la aplicacién de una
presion dentro del canal de 2 bar. Se lleva a cabo de la siguiente forma:

- Setaponan los orificios de salida (outlets) de cada canal.

- Se conecta a cada entrada una bomba peristaltica y se aumenta de forma gradual la presion
aplicada por la bomba.

- Como el flujo entrante no puede salir por ningin lado lo que ocurre es que la presion interna
comienza a ascender en sintonia con la presion aplicada por la bomba, hasta llegar a los 2 bar.

- En caso de que la unién entre el sensor y el dispositivo no fuera suficientemente apretada,
ocurririan escapes de flujo a su través, o podria darse que los sensores salieran eyectados del
dispositivo.

Tras llevar a cabo este ensayo de presion se vio que los taladrados poseian un didmetro suficientemente
pequefio de forma que la presidn ejercida entre los componentes cumpla con los requisitos del dispositivo.

4.7.2. Validacion de la biocompatibilidad del dispositivo final:

Ya que este dispositivo va a ser utilizado en el desarrollo de estudios in vitro dentro del ambito del OoC es
necesario que posea una buena biocompatibilidad. Se estudiara asi la supervivencia celular en el interior de
sus canales y la diferencia que pudiera existir entre esta supervivencia en un BE-Flow sin modificar y en un BE-
Flow modificado con los SensorPlug. Estas pruebas fueron llevadas a cabo por el equipo de investigacion TME
del CEMINEM (Universidad de Zaragoza).

Se usa para este ensayo la linea celular Caco-2, células normalmente utilizadas para el desarrollo de modelos
in vitro de la barrera epitelial intestinal. Estas células son cultivadas en 3 dispositivos microfluidicos, de modo
que:

- Se tiene un dispositivo control: Caco-2 sembradas en un BE-Flow estdndar con cultivo por
perfusién inespecifica (el medio de cultivo se moviliza por la accién de la gravedad, al montar al
dispositivo en un balancin).

- Setienen dos dispositivos en observacion:

o Un BE-Flow modificado con un cultivo estatico de Caco-2 (lo que significa que el medio de
cultivo no se mueve ni renueva en el interior de los canales).
o Un BE-Flow modificado con un cultivo con perfusién inespecifica de Caco-2.
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El cultivo de estas células en los canales de los tres dispositivos se llevé a cabo de la siguiente manera:

- Densidad del cultivo: 1.39 millones de células/mm?.

- Tiempo de adhesién celular: 2 horas.

- Tras la adhesion se afiade medio de cultivo (Mezcla de disoluciones DMEM + 1%MEM NEA, ambos
de la casa comercial Thermo Fisher).

- 20 horas después se hace el ensayo de viabilidad celular.

Se puede observar en la Fig. 4.29 el monocapa celular recién adherida y con el medio de cultivo recientemente
introducido.

Fig. 4.29. Ejemplo del monocapa celular recién adherido, al inicio de la incubacion con medio de cultivo.
Tras las 20 horas de cultivo se estudia la viabilidad celular. Para ello:

- Seincuban las células durante 30 minutos a 37°C.

- Laincubacién se lleva a cabo con los siguientes marcadores fluorescentes:

o Calceina: 2 pl/ml. Sirve para observar mediante fluorescencia las células vivas. Emite
fluorescencia verde (515 nm).

o Yoduro de propidio: 6 pl/ml. Sirve para observar mediante fluorescencia las células
muertas. Emite fluorescencia roja (615 nm).

o Tincién de Hoechst: 0.78 ug/ml. Sirve para observar mediante fluorescencia los nticleos
celulares y de la membrana celular. Emite fluorescencia azul cian (460 nm).

- Unavez se harealizado la tincidn, se toman un total de 3 imagenes por fluorescencia en cada uno
de los dispositivos (minimo de muestras para poder aplicar estadistica en los resultados) en los
distintos canales. Se estudia en ellas con el Software de imagen Image J la diferencia en adrea de la
fluorescencia captada en el canal verde (vivas) y en el rojo (muertas). Los resultados obtenidos se
muestran en las Fig. 4.30 y Fig. 4.31.
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Fig. 4.30. Imagenes de fluorescencia tomadas en los 3 cultivos celulares (A: control, B: Balancin, C: Estatico)
estudiados a las 24 horas de su cultivo. De arriba a abajo se puede ver: Imagen combinada de los 3 canales de
emision (azul, verde y rojo); Emision de la calceina, indicando las células vivas; Emision del yoduro de propidio,

indicando las células muertas.

Area %

100+

0.2

Fig. 4.31. Resultados del ensayo de viabilidad. Se compara el % Area con respecto al total ocupado por las
CElulas vivas (verde) y muertas (rojo) en los 3 dispositivos estudiados: Control (control rocker), Balancin (Sensor

24/06/2021

rocker) y Estatico (Sensor static).
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Se puede observar en base a los resultados obtenidos que las diferencias en la viabilidad celular entre los
dispositivos estudiados no son significativas, lo que indicaria que la inclusién de los SensorPlug en el BE-Flow
no causa citotoxicidad. Se puede observar que si existe, aun asi, cierta diferencia entre los dispositivos con
cultivo por perfusién inespecifica (Control y Balancin) y el del cultivo estatico. Esto, lejos de deberse a los
SensorPlug, radica en que aun siendo inespecifica la perfusidon ocurrida en los dispositivos montados en el
balancin dota de cierta renovacién del medio de cultivo al que estan expuestas las células, y con ello de una
entrada constante de oxigeno. Cabe indicar que las Caco-2 son una linea celular que consume una gran
cantidad de O, por lo que este tipo de cultivos de perfusidon incrementan su supervivencia.

Se concluye asi que el dispositivo disefiado es suficientemente biocompatible para su uso como plataforma
celular in vitro.

4.7.3. Validacioén de la capacidad de medida de los SensorPlug tras el proceso de fabricacion:

Por ultimo, es necesario comprobar que la capacidad de medicidn del SensorPlug no se ha visto mermada o
alterada tras su introduccion en el BE-Flow o durante su manipulacién previa. Asi, se lleva a cabo un ensayo
comparativo entre las medidas de la concentracidon de O, en 4 muestras diferentes tomadas con un sensor
individual (externo al BE-Flow) y con el sensor introducido en el dispositivo final.

En un principio se lleva a cabo la mediciéon de 4 muestras distintas con el sensor introducido en el dispositivo
modificado. Para ello se introducen mediante una pipeta P-100 o P-1000 cada una de las muestras al interior
de los canales a través de las conexiones fluidicas del dispositivo, con cuidado de que no se generen ningln
tipo de burbujas en su seno que puedan llegar a adulterar la medida del sensor. Las 4 muestras utilizadas son:

- Aire: Medida de referencia sin ninguna muestra en el interior de los canales. Se espera que la
medicién del %0, del aire sea cercana al 21 %, concentracion media en el aire.

- Agua destilada: Se espera que el %0, sea menor al del aire y mas o menos similar en todas las
disoluciones acuosas.

- PBS.

- Medio de cultivo con Suero.

Para el cambio de muestra en el canal, se aspira la anterior o bien con una pipeta P-100 o P-1000 o mediante
una bomba de vacio. Una vez limpio el canal se introduce la siguiente muestra. Como se va de muestras
“limpias” a “sucias” (con mayor cantidad de elementos disueltos) no se cree que haga falta realizar un lavado
del canal entre cada medida, como si sucederia en el caso contrario.

El montaje experimental utilizado en este ensayo se muestra en la Fig. 4.32.

MUESTRAS A MEDIR

BE-FLOW MODIFICADO

Fig. 4.32. Montaje experimental utilizado para las mediciones con el dispositivo modificado, indicando cada parte
del gue éste se compone.
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Este montaje resulta muy sencillo, pues basta con conectar el OXY-4 ST al PC y al BE-Flow modificado con la
POF. Por uno de los canales del dispositivo se hardn pasar en distintos instantes las 4 muestras para asi realizar
su medicién. Es importante saber que, para evitar que el BE-Flow vuelque al conectarle la POF, éste debe ser
colocado en el interior de un holder, un dispositivo de soporte creado con PMMA que se puede ver en la Fig.
4.32.

Las medidas se realizan en intervalos de medicidn — pausa, analizando asi también la estabilidad de la medida.
Se comienza con un intervalo de medida mas extenso, de entre 7 y 10 minutos, al cual le sigue una pausa de
3 minutos. Después, otra medicién de 5-7 minutos, pausa de 3 minutos y una ultima medicién de 5-7 minutos.
Este proceso se esquematiza en la Fig. 4.33.

7-10 minutos § 3 minutos I 5-7 minutos|3 minutosl 5-7 minutos
MIDIENDO PAUSA MIDIENDO ' PAUSA MIDIENDO

Fig. 4.33. Esquema del proceso seguido para llevar a cabo la medicion.

Las condiciones del ensayo son:

- Temperatura: 23°C.
- Presidn: 1013 mbar (Presion atmosférica)

- Tiempo de muestreo: 10 segundos, intervalo de tiempo entre cada medicidn.
- Tipo de muestra: Dry (Aire) y Humid las demas.
- Salinidad: 0%.

Los resultados de la medicion con el sensor incluido en el dispositivo se muestran en la Fig. 4.34.

%02 EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DENTRO DEL CANAL
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=
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18.2 e Aire CANAL
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188 Agua CANAL

18.6
18.4
18.2
18.0

o] 5 10 15 20 25
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Fig. 4.34. Gréfica que muestra la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras con el SensorPlug
introducido en el dispositivo: Aire (azul), Agua (naranja), PBS (gris) y Medio de cultivo (amarillo).

Los resultados de este ensayo, a primera vista, indicarian que el sensor posee capacidad de medida suficiente
para diferenciar entre cada una de las muestras aun estando introducido en el dispositivo. Es decir, a priori la
introduccion del sensor en el BE-Flow no limita su capacidad de medida.
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Como se habia planteado, el aire posee la mayor concentracién de oxigeno, si bien esta no es de un 21% como
cabia esperar. Esto indicaria que el aire del laboratorio en el que se lleva a cabo la medicién posee una
concentracién de O; algo menor que la media.

En cuanto al agua destilada, su concentracion de oxigeno disuelto es claramente menor a la del aire, como
cabria esperar. No obstante, a diferencia de la medida de aire (que resulta estable a lo largo de todo el
intervalo de medicidn) la concentracidn de O, en el agua destilada va aumentando. Esto podria ser causa de
una mala oxigenacion original de la muestra, que al entrar en contacto con el entorno comienza a captar
oxigeno.

En cuanto a las muestras acuosas (PBS y Medio de cultivo), se observa cdmo hay un descenso inicial de la
concentracion de O, en ambas muestras. Esto podria corresponder al proceso de estabilizacién de la medida
del SensorPlug (aproximadamente 7 minutos) o a una oxigenacidn excesiva de la muestra, tal y como se ve en
el descenso de la cantidad de O; disuelto en el Medio de cultivo. Sin embargo, si bien sus concentraciones son
casi idénticas entre si, existe una clara diferencia con la medida del agua destilada. Se desconoce si esto ocurre
por la posible falta de oxigenacion de la muestra de agua o por la distinta salinidad que poseen tanto el PBS
como el Medio de cultivo. Sin embargo, dada la tendencia ascendente constante de la muestra de agua
destilada, es posible que eventualmente la concentracidén de las tres muestras llegara a estabilizarse en un
mismo valor.

Finalizadas las mediciones anteriores se lleva a cabo la segunda tanda de medidas, en este caso mediante el
uso de un SensorPlug externo al BE-Flow modificado. Se llevara a cabo la monitorizacién de O, Unicamente de
2 muestras:

- Aire.
- PBS.

Se considera que si las medidas de sus concentraciones se corresponden con las tomadas con el sensor
introducido en el dispositivo se puede concluir que la capacidad de medida de este no ha variado tras el
proceso de fabricacién.

El montaje experimental utilizado en este ensayo se muestra en la Fig. 4.35.

[ SENSORPLUG EXTERNO |

Fig. 4.35. Montaje experimental utilizado para las mediciones con el sensor externo, indicando cada parte del
que éste se compone.

Las medidas se realizaran siguiendo el mismo esquema que en el mostrado en la Fig. 4.33.

Las condiciones del ensayo son, en este caso:
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- Temperatura: 21°C.

- Presidn: 1013 mbar (Presion atmosférica)

- Tiempo de muestreo: 10 segundos, intervalo de tiempo entre cada medicion.
- Tipo de muestra: Dry (Aire) y Humid (PBS).

- Salinidad: 0%.

Los resultados de la medicion con el sensor externo al dispositivo se muestran en la Fig. 4.36.

%02 EN AIRE Y PBS CON UN SENSOR EXTERNO
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Fig. 4.36. Gréfica que muestra la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras medidas con un
SensorPlug externo: Aire (azul oscuro), PBS (verde).

Se observa que la medida sigue la misma tendencia que en el ensayo anterior: El aire posee la mayor
concentracién de O,, sin llegar a los 21%, mientras que el PBS se queda cercano al 19% de oxigeno disuelto. Si
comparamos ambas medidas en una misma grafica, tal y como se tiene en la Fig. 4.37, se puede llegar a
observar que ambas medidas son idénticas: Tanto su valor como su tendencia son muy similares, lo que
indicaria que el sensor no pierde capacidad de medida tras su manipulacion e introduccion en el BE-Flow
modificado.

COMPARACION DEL %02 EN AIRE Y PBS CON UN SENSOR EXTERNO Y DENTRO
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19.6

19.5

124 MWWWW

193 = Aire EXTERIOR

192 —— Alre CANAL
o~ —— PBS EXTERIOR
O 191
® ——PBS CANAL

19.0

18.9

18.8

18.7

18.6

] 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

Fig. 4.37. Grafica comparativa de la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras medidas con un
SensorPlug externo (Aire (azul oscuro), PBS (verde)) y con un SensorPlug introducido en el dispositivo (Aire (azul
claro), PBS (naranja)).
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4.7.4. Consideraciones finales del producto desarrollado:

Una vez finalizadas las distintas pruebas de validacién a las que se ha sometido el prototipo final es acertado
decir que el dispositivo disefiado cumple aparentemente con los requisitos establecidos:

- No produce fugas a presiones tan altas como 2 bar, contando con una unién completamente
hermética.

- Su biocompatibilidad, si bien se ha estudiado en un intervalo de tiempo corto, se considera
suficiente para asegurar una supervivencia a largo plazo, al menos de la linea celular estudiada.

- En el ensayo de mediciéon se ha determinado que las mediciones de la concentracién de O,
tomadas por ambos sensores son muy similares, si no idénticas, lo que querria indicar que al
manipular o al introducir los SensorPlug en el BE-Flow modificado no se ha alterado su capacidad
de medida ni su calibracidn de fabrica.

Con todo esto se puede concluir que tanto el proceso de fabricacién como el dispositivo final cumplen
satisfactoriamente con los requisitos establecidos:

- Al SensorPlug no se le somete a ningun tipo de tratamiento por plasma o luz UV: Todos estos
tratamientos son aplicados al dispositivo previo al montaje del sensor, que al venir estéril de
fabrica no afectaria a la esterilidad del conjunto.

- Al SensorSpot no se le somete a ningtn tipo de esfuerzos, ni tangenciales ni normales: Con el
proceso de fabricacion disefiado y con la estructuracion de las distintas capas del dispositivo
(especialmente del espaciador de material siliconado de 100 um de espesor) se asegura que en el
montaje del sensor solamente se aplican este tipo de tensiones al Plug, haciendo uso de la
diferencia de diametros entre ambos componentes.

- Eldispositivo final es hermético, robusto, biocompatible y su capacidad de medida es idéntica a
la que poseen los SensorPlug de forma individual perturbando lo menos posible el flujo existente
en el interior de los canales al mantener la introduccion del SensorSpot al minimo establecido
(aproximadamente 50 um).

4.8. Ensayos experimentales:

4.8.1. Objetivo y numero de ensayos:

Una vez validados los prototipos fabricados, y con ellos el proceso de fabricaciéon disefiado, se plantea su uso
para estudiar la respuesta de un cultivo celular al pasar de un ambiente de normoxia a uno de hipoxia. Esto
surge en respuesta a uno de los principales problemas de los ensayos in vitro en este tipo de ambientes: La
diferencia en la concentracidn de oxigeno pericelular y ambiental [87] que se cree que puede ser causada en
parte por la lenta adaptacidn de la concentracién del oxigeno disuelto en el medio de cultivo a las condiciones
exteriores. En casos extremos, esto podria causar que el medio de cultivo no alcanzara la concentracion de
oxigeno requerida para el desarrollo del estudio en cuestion, falseando los resultados obtenidos de él. Se
espera asi mediante el uso de este novedoso dispositivo estudiar cuanto tiempo le lleva a una muestra de
medio de cultivo normo-oxigenada pasar de la concentracidén de oxigeno ambiente a la presente en la camara
de hipoxia.

Se plantea también el desarrollo de un ensayo de reutilizacion del dispositivo. Si bien ambos componentes por
separado son desechables por naturaleza, de cara a incrementar su ciclo de vida se estudia un protocolo de
esterilizacidn/reutilizacidn del dispositivo. Para ello, haciendo caso a las especificaciones de los fabricantes de
ambos componentes, se hard uso de una disolucién de etanol al 70% en un bafio de 20 minutos con el fin de
limpiar cada canal y cada sensor de cualquier resquicio de los fluidos que contenia con anterioridad.
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Se quiere estudiar asi la variacion de las medidas tomadas por el sensor de las mismas muestras (o del mismo
tipo, ya que se toman en dias diferentes) antes y después del proceso de esterilizacion.

4.8.2. Ensayo experimental en condiciones de hipoxia:

El montaje experimental utilizado en el ensayo de hipoxia se analiza en la Fig. 4.38.

INCUBADOR
NORMOXIA

INCUBADOR
HIPOXIA

BE-FLOWs
MODIFICADOS

Fig. 4.38. Montaje experimental utilizado en el ensayo de hipoxia, indicando cada parte del que éste se compone.

En este caso, el montaje es algo mas complejo al contar con un mayor nimero de componentes y equipo
externo. Ambos BE-Flow, montados en sus respectivos holders y con la muestra ya introducida, se introducen
en sus respectivas camaras de incubacién. Hay que tener cuidado en este caso pues las POFs son elementos
medianamente fragiles que no admiten una gran curvatura, por lo que se deben manejar y asegurar con
cuidado.

Las medidas se llevan a cabo en un intervalo total aproximado de 17 horas, cuiddndose de que no haya posibles
alteraciones de la medida causadas por la apertura de las puertas de los incubadores durante el transcurso
del experimento.

Las condiciones del ensayo son:

- Temperatura:
o Normoxia: 37°C.

o Hipoxia: 37°C.
- Presidn:
o Normoxia: 1013 mbar (Presidn atmosférica).
o Hipoxia: 1013 mbar (Presién atmosférica).
- %CO,:
o Normoxia: 5%.
o Hipoxia: 5%.
- %0,
o Normoxia: Ambiental.
o Hipoxia: 1%.
- Tiempo de muestreo: 5 minutos, intervalo de tiempo entre cada medicion.
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- Tipo de muestra: Humid (Incluso en aire, pues la humedad relativa dentro de los incubadores es
mayor del 50%).
- Salinidad: 0%.

Se muestran en la Fig. 4.39 los resultados en forma de gréfica para su andlisis:

COMPARACION DEL %02 EN LOS INCUBADORES DE NORMOXIA E HIPOXIA
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 pE:}
Tiempo (Horas)

Fig. 4.39. Gréfica de la evolucion de la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras (Aire y Medio de
cultivo) en normoxia e hjpoxia.

Lo primero que se observa de manera evidente es que la concentracién de O, en cada una de las camaras es
radicalmente distinta: Mientras en la cdmara de normoxia se mantiene en aproximadamente 16-18%, en la
camara de Hipoxia esta concentracion tiende al 1% indicado en la maquina.

Analizando las curvas por separado, en el incubador de hipoxia (Fig. 4.40):
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Fig. 4.40. Grafica que muestra la evolucion de la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras (Aire en
naranja y Medio de cultivo en amarillo) en ambiente de hipoxia.
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En el aire, si bien se comienza con una concentracion de O, de aproximadamente 8%, se reduce
rapidamente hasta llegar a valores cercanos al 1% en el que se encuentra la maquina. Cabe indicar
que el tiempo de duracién de esta bajada coincide con el tiempo que tarda la mdquina en alcanzar
el %0, que se indica tras abrirla y romper las condiciones interiores, por lo que se piensa que los
cambios en la medida de O, son instantaneos. Esto concuerda con lo esperado ya que al tratarse
de una muestra gaseosa el O, difunde a través de los canales con mayor facilidad, causando una
adaptacion al oxigeno ambiente inmediata.
El Medio de cultivo, por otro lado, se comporta de manera distinta. Comenzando con una
concentraciéon de O, mayor cercana a la medida en la cdmara de normoxia (en donde se
encontraba previo a su introduccidn en la cdmara de hipoxia), esta concentracion se va reduciendo
de manera aparentemente hiperbélica durante el desarrollo del experimento.
La forma de la curva responde al cambio del gradiente de concentracién de O, entre el
Medio y la cdmara. Al principio, este gradiente es muy grande, por lo que la velocidad de
difusion del O, es mayor. Cuanto mas se va acercando la concentracién de O, del medio a
la del ambiente, este gradiente se reduce, por lo que la velocidad de difusidon se ve
sesgada.
A las 17 horas de experimento la concentracidon de O, del medio no ha alcanzado la del
incubador (No llega al 1%, manteniéndose en un valor cercano al 4%), lo que indicaria que
es necesario un experimento de mayor duracién para alcanzar el valor ambiente. Esto
posee una gran relevancia a la hora de realizar experimentos biolégicos en ambientes de
hipoxia, pues hace ver que es necesario un tiempo de experimento prolongado (segun lo
visto en este estudio, mayor a 17 horas para una diferencia de %0, inicial de aprox. 15%)
para que las células (o el medio en el que se encuentran) alcancen el %0, que se busca
cuando estos experimentos suelen tener una duracién menor.

O

dor de normoxia (Fig. 4.41):
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Fig. 4.41. Grafica que muestra la evolucion de la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras (Aire en
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azul y Medlo de cultivo gris) en ambiente de normoxia.
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El aire, al igual que en el incubador de hipoxia, posee una respuesta instantanea al cambio de
concentracién de O, de la cdmara. Esto puede observarse en los picos que ocurren al inicio de la
medida, que corresponderian a varias aperturas de la camara durante el transcurso del
experimento. Esto es algo normal con la cdmara de normoxia (una apertura de la cdmara no varia
en gran medida las condiciones ambientales internas), y es bastante interesante que los sensores
hayan sido capaces de captarlo. Por lo demas, la medida se mantiene muy estable y cercana a los
16.2%, lo que indica que la cantidad de O, en el incubador es algo menor que en el exterior. Esto
podria ser debido a la diferencia de condiciones ambientales o a la actividad celular que en su
interior ocurre.
En cuanto al Medio de cultivo, éste comienza mas oxigenado que el aire. Al inicio del experimento,
el %0, medido sufre algunas fluctuaciones, mucho mas suaves que en el caso del aire, también
correspondientes a la apertura de la puerta del incubador. Durante la noche, la concentracién de
Ozen la muestra va decreciendo muy lentamente tendiendo a los 16.2% a los que se encuentra el
incubador. Esto ocurre a muy baja velocidad, debido a un gradiente de concentraciones muy bajo.
Al llegar la mafana, la concentracidn vuelve a subir, similar a lo que ocurria al inicio de la medida,
por la apertura de la puerta de la cdmara. Es interesante ver que en la linea del aire no se han
captado estas modificaciones finales del %0,, aspecto que se ha relacionado con que el intervalo
de muestreo es mucho mas grande que el tiempo que tarda la muestra en estabilizar su %0,.

Valoracion de la capacidad de reutilizacion del dispositivo final:

En este ultimo ensayo se llevan a cabo las mismas mediciones que en el ensayo 1 pero tras someter al
dispositivo a un proceso de esterilizacién con el uso de Etanol al 70%.

Este proceso de esterilizacion se lleva a cabo de la siguiente manera:
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Se extraen de los canales las muestras anteriores con la bomba de vacio hasta que queden limpios.
Se introduce en los canales Etanol al 70%, llenando los Inlets/Outlets y los reservorios, de manera
que todo ello quede estéril (Fig. 4.42).

Se deja reposar durante 20 minutos.

Pasado ese tiempo, se retira el Etanol. Se hacen en este punto lavados consecutivos con agua del
interior de los canales (unas 4-5 veces bastan) para retirar los restos de Etanol.

Fig. 4.42. Imagenes tomadas durante el transcurso del protocolo de reutilizacion, correspondientes a la
introduccion de la solucion de etanol al 70% en los canales a reutilizar.
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El proceso de esterilizacion es llevado a cabo en el mismo canal utilizado para las mediciones analizadas en el
ensayo de medicién analizado en la Seccidn 4.7.3. Se hace uso de las 4 muestras utilizadas en dicho ensayo. El
montaje experimental en este ensayo es muy similar al encontrado en la Fig. 4.32.

La medida se desarrolla a lo largo de 1 hora de manera ininterrumpida. Se hace esto ya que se ha visto que la
medida es mas estable si se efectia de manera seguida tal y como se hace en el ensayo de hipoxia, y no como
se estaba haciendo en los ensayos de medicién.

Las condiciones del ensayo son:

- Temperatura: 21.6°C.
- Presidn: 1013 mbar (Presion atmosférica).

- Tiempo de muestreo: 1 minuto, intervalo de tiempo entre cada medicion.
- Tipo de muestra: Dry (Aire) y Humid las demas.
- Salinidad: 0%.

Se muestran en la Fig. 4.43 los resultados en forma de gréfica para su andlisis.

COMPARACION DEL %02 EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DESPUES DE LA REUTILIZACION
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Fig. 4.43. Gréfica que muestra la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras medidas en el ensayo de
reutilizacion: Aire (azul), Agua (naranja), PBS (gris) y Medio de cultivo (amarillo).

Se puede ver que el comportamiento de las medidas es el esperado:

- El aire posee la mayor concentracion de O,, como era de esperar.

- Las muestras de disoluciones acuosas (PBS y Medio de cultivo) poseen una concentracién casi
idéntica y, en este caso, muy similar a la del agua destilada. Puede ser que para estas mediciones
las muestras se encontraran correctamente oxigenadas, lo que reforzaria la idea de que en el
ensayo de medicidn la muestra de agua se encontraba poco oxigenada y de ahi la medicidon tan
desigual.
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Comparando estos resultados con los vistos en el ensayo de medicidn en la Seccidn 4.7.3 (Fig. 4.44):

COMPARACION DEL %02 EN LAS DIFERENTES MUESTRAS ANTES Y DESPUES DE LA REUTILIZACION
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Fig. 4.44. Comparacion del %0, en las muestras antes y después de aplicar el protocolo de reutilizacion de
dispositivo.

Se puede ver que, a priori, los resultados resultan algo diferentes:

- EI%O0;en el aire antes y después es algo distinto. Al haberse tomado las medidas en dias distintos,
esto es facilmente explicable al poder variar la concentracidn de oxigeno del ambiente del
laboratorio en funcidn de la ventilacion y de la gente que se encuentra en su interior.

- Las medidas de %0, de las disoluciones acuosas antes y después de la aplicacidn del protocolo de
reutilizacidn son similares, lo que iria en sintonia con los resultados esperados.

- Una diferencia esencial en estas medidas es la medida de la concentracion de oxigeno en el agua
destilada. En el caso de la medicidon después de la reutilizacidn el %0, es casi idéntico al de las
disoluciones acuosas, mientras que la medicidn antes es visiblemente diferente. Con esto se
comprueba que la muestra medida en el ensayo de medicién se encontraba deficientemente
oxigenada, siendo la medida esperada la tomada tras la reutilizacién.

Analizando los datos medidos en general:

- Sibien los resultados son algo distintos, éstos entran dentro del mismo rango, entre 18 y 20% de
%0.,. Si se hubiera ocasionado algun dafio al sensor, se piensa que las mediciones serian mucho
mas dispares, por lo que la obtencién de resultados similares indicaria que el sensor sigue
completamente funcional tras la esterilizacion.

- Lascondiciones en las que se ha realizado la medicidn son algo distintas: La temperatura es menor
y la cantidad de O, del medio es algo mayor. Esto podria inducir a cambios en la oxigenacion de
cada muestra, que se relacionaria con la obtencion de resultados similares, pero no idénticos.

- Se concluye asi que el dispositivo puede ser reutilizado sin cambios notables en su capacidad de
medida con la aplicacién del protocolo de reutilizacién utilizado en este proyecto.
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Conclusiones sobre los ensayos experimentales:

los ensayos experimentales se puede concluir que:

Gracias al ensayo de hipoxia se han podido extraer resultados muy significativos sobre la
metodologia de los estudios experimentales en condiciones de hipoxia. Se ha visto que si se trata
con muestras gaseosas la adaptacion del %0; en el interior del dispositivo es inmediata. Sin
embargo, si se trata con muestras liquidas (como es el caso de los ensayos bioldgicos) la
adaptacion es mucho mds lenta, pudiendo llegar a sobrepasar el tiempo del ensayo experimental
y haciendo que los resultados de dicho ensayo no fueran del todo correctos al no haberse
alcanzado las condiciones requeridas.

La capacidad de medida del dispositivo, si bien ya habia sido validada con anterioridad, resulta
sorprendente, pudiendo captar de manera muy precisa el %0, en cada una de las camaras.
Sorprende la capacidad de detectar las rapidas variaciones que el %0, puede sufrir, por ejemplo,
al abrir las puertas de los biorreactores.

Gracias al ensayo de reutilizacién se ha conseguido analizar el comportamiento del dispositivo tras
aplicar un protocolo de reutilizacidon basado en el uso de Etanol al 70%. Los resultados arrojados
por este ensayo no solo indican que la capacidad de medida del SensorPlug permanece intacta
tras el lavado, sino que también reafirman ciertas sospechas sobre la causa de la divergencia en
las medidas del %0; en las muestras acuosas durante el ensayo de medicién (Seccién 4.7.3). Se
consigue asi alargar el ciclo de vida de los dispositivos disefiados.
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Capitulo 5. Conclusiones y lineas futuras.

5.1. Conclusiones del Proyecto

En este proyecto se introduce la historia de la experimentaciéon animal y las regulaciones actuales que la
controlan. A partir de esto se ha introducido la experimentacion in vitro como una alternativa o complemento
al uso de modelos animales, a través de la cual se podria conseguir una reduccién del uso de estas practicas.
Analizando comparativamente ambas alternativas de experimentacidn, se llega a la conclusidn de que en su
estado actual la experimentacion in vitro posee aplicaciones especificas diferentes al uso de modelos animales,
siendo un paso necesario en los procesos de testeo y regulacion de farmacos. No obstante, dada la incapacidad
tecnoldgica de recrear el comportamiento fisioldgico de drganos y tejidos bioldgicos, no supone una
alternativa total al uso de modelos animales.

En segundo lugar, se analiza la microfluidica como una tecnologia que trae consigo diversas ventajas no solo
en su uso en el campo de la biomédica, sino también en otros ambitos cientificos e industriales como Ila
industria farmacéutica, la biologia o la quimica. En concreto, su uso como plataformas de cultivo celular para
la experimentacion in vitro trae ciertas ventajas, sobre todo en lo referente a la capacidad de control de las
condiciones del experimento, a la capacidad de reproduccion de tejidos bioldgicos y a la capacidad de creacidn
de ambientes biomiméticos mediante la aplicacién de estimulos celulares. Se toma como ejemplo el concepto
del Organ on a Chip. Aun asi, su uso en este ambito posee ciertas limitaciones que hacen que aun no esté del
todo extendido, como por ejemplo la falta de estandarizacién de los protocolos de experimentacién o la
dificultad en el uso de estos productos por parte del usuario final. Se tratan también los procesos de
fabricacion seguidos y los materiales mas utilizados para el desarrollo de dispositivos microfluidicos
poliméricos, entre los que se destacan la Xurografia, la Laminacion y el material COC por ser los que se van a
utilizar en este proyecto.

A partir de aqui se han pasado a tratar el desarrollo de un dispositivo microfluidico con capacidad de
monitorizar el oxigeno dentro de sus canales en la empresa BEOnChip. Esto supone un aumento en la
capacidad de control de las condiciones de los ensayos experimentales, sobre todo de cara a su uso en ensayos
en entornos de hipoxia. Sobre este dispositivo se ha analizado, el método de fabricacién seguido (una
combinacion de Xurografia, Moldeo por microinyeccién y Laminacién por termocompresion) y el método de
integracion de los sensores de oxigeno, provenientes de la empresa PreSens, en el dispositivo final.
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Con él se han desarrollado una serie de ensayos de validacidn con el fin de estudiar su adecuacién a 3 requisitos
principales: Hermeticidad de la unién Dispositivo — Sensores, Biocompatibilidad y Capacidad de medicién de
los sensores tras el proceso de fabricacion.

En el primero de ellos, el dispositivo creado fue capaz de resistir una presion interna de 2 bar, por lo que se
concluye que su robustez es suficiente para su uso en la mayoria de los ensayos biolégicos.

En los ensayos de biocompatibilidad, realizado con cultivos de células de la linea Caco-2, el dispositivo no
presenta ninguna citotoxicidad. Si bien los ensayos poseian una duracion menor de lo recomendado, se
concluye que el dispositivo creado posee una buena biocompatibilidad para su uso como plataforma de cultivo
celular.

En el ultimo ensayo de validaciéon se midié la capacidad de medicién que poseian los sensores una vez
introducidos en el dispositivo modificado. Los resultados extraidos de este ensayo indicaron que la capacidad
de medicién del SensorPlug no habia sido alterada, obteniendo unas mediciones muy similares de la
concentracion de oxigeno dentro del canal y en el exterior. Adema3s, las medidas se relacionaban con lo que
se esperaba, siendo la muestra con mayor %0, el aire y encontrdndose con menor concentracién las muestras
acuosas. Aun asi, se observd que las muestras acuosas poseian cierta variabilidad del %0, disuelto, sin
embargo, posteriormente se vio que esto podria haber sido fruto de una menor oxigenacién de la muestra de
agua utilizada en el ensayo de validacién. De estos ensayos de validacién se concluye que el dispositivo se
encuentra en TRL-4 tras haber sido validado en un entorno de laboratorio.

Finalmente, se lleva a cabo un ensayo experimental sobre los cambios en la concentracién de oxigeno
molecular en medio de cultivo dentro del dispositivo microfluidico al sufrir un cambio brusco en la
concentracién de oxigeno ambiental. Se simula asi lo que sucede al pasar los cultivos celulares de una
concentracién de oxigeno ambiental normal (21%) a una cdmara de hipoxia, en la cual el %0, es mucho menor
(en este caso, un 1%).

Analizando los resultados obtenidos en este ensayo (Copia de Fig. 4.39) se puede observar que si bien la
muestra de aire se adapta inmediatamente a los cambios del oxigeno del medio (se pueden incluso ver los
cambios en el %0, causados por la apertura de la puerta del incubador de hipoxia), la muestra de medio de
cultivo posee una adaptacion muchisimo mas lenta. Se concluye que esto ocurre debido a que la difusién del
oxigeno a través del medio liquido es mucho mas lenta que en el medio gaseoso.

Ademas, la evolucién de la concentracién de oxigeno en el medio de cultivo en el ambiente de hipoxia es
hiperbdlica, con una caida inicial muy brusca seguida de una bajada de su pendiente y una respuesta casi
asintdtica casi al final del ensayo. Se concluye que este comportamiento es fruto del gradiente de
concentraciones del oxigeno entre la muestra y el medio, que al ser cada vez menor disminuye la velocidad
de difusion del oxigeno ente ambas.

Por otra parte, se puede ver que pasadas las 17 horas que dura el ensayo experimental la concentracién de
oxigeno del medio en hipoxia no llega a igualarse a la concentracién ambiental (minimo de aprox. 4% vs. 1%
de %0, ambiental), indicando que para llevar a cabo un ensayo en ambiente de hipoxia a un %0, dado el
periodo de adaptacion del medio de cultivo debe ser al menos mayor a 17 horas. A partir de esto se llega a la
conclusion de que sin el uso de métodos complementarios para lograr la depuracién del oxigeno del medio de
cultivo su adaptacién a cambios bruscos del oxigeno ambiente resulta muy lenta. Esto trae consigo una serie
de repercusiones de cara al desarrollo de estos ensayos: Con el fin de extraer unos resultados correctos y
reproducibles de un ensayo en hipoxia existe un tiempo minimo de adaptacion del medio de cultivo a las
condiciones ambientales que debe tenerse en cuenta para asegurar que las condiciones del ensayo son las
correctas.

78
24/06/2021



upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa

Fabricacidn y validacién de un dispositivo microfluidico con capacidad de monitorizacion de oxigeno.

Basandose en los datos obtenidos, serian necesarias de 48 a 72 horas para alcanzar el nivel establecido. Se
podria también reducir el %0, por debajo del objetivo para aumentar el gradiente de concentraciones y con
él la velocidad de la adaptacion.

COMPARACION DEL %02 EN LOS INCUBADORES DE NORMOXIA E HIPOXIA
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Copia de Fig. 5.1. Gréfica de la evolucion de la concentracion de oxigeno de las diferentes muestras (Aire y
Medio de cultivo) en normoxia e hjpoxia.

A modo de conclusién, se ha visto que el dispositivo desarrollado cumple con los requisitos establecidos,
resultando ser un dispositivo robusto, biocompatible y reutilizable, cuya capacidad de medicidon se mantiene
intacta tras el proceso de fabricacidon y que estd preparado para su uso en ensayos experimentales mas
realistas.

5.2. Lineas futuras:

Ciertos aspectos del desarrollo del dispositivo con capacidad de monitorizacidon de oxigeno pueden llegar a
mejorarse o desarrollarse con el fin de obtener un dispositivo mas fiable y cuya fabricaciéon fuera mdas
reproducible. Estos aspectos podrian ser:

- Introduccidn de los alojamientos de los sensores directamente en el molde de inyeccién de la
pieza de inyeccién utilizada como capa superior del dispositivo. Este afiadido proporcionaria una
mayor reproducibilidad al método de fabricacidn, asegurando una perfecta adecuacidn
dimensional entre las distintas capas. Ademas, permitiria prescindir del uso de dutiles de
fabricacion externos que pudieran llegar a aumentar los errores de fabricacion y eliminaria una
fase del proceso, acelerandolo y reduciendo las tolerancias dimensionales del dispositivo final.

- Desarrollo de los protocolos de laminacidn por termocompresién y de sus pardmetros en cuanto
a presidn T2 y tiempo para la unién final del dispositivo.

- Desarrollo de pruebas de biocompatibilidad a largo plazo. Ademas, se podria probar la viabilidad
de otro tipo de células mas sensibles que puedan llegar a utilizarse con este dispositivo.

- Desarrollo pruebas experimentales mas realistas con células cultivadas en sus canales, que
aseguren el correcto funcionamiento de los sensores tras los protocolos de cultivo del dispositivo.

- Estudio de mercado sobre la viabilidad de llevar a cabo todo lo anterior en caso de que el producto
tuviera cabida en el mercado internacional de dispositivos microfluidicos para su uso en ensayos
experimentales in vitro.
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BE-FLOW % BEONChip

TECHNICAL CHARACTERISTICS

Biomimetic Environment On Chip

BE-FLOW is a slide format versatile microfluidic device for cell
culture under biomimetic conditions. It does in vitro simulation of
physiological environments involving flow and shear stress. Long-
term 2D or 3D experiments in two independent channels under flow
conditions.

Examples of applications are processes related to cell adhesion to
the vascular endothelium (infection, cell therapy, metastasis, etc.).

For further information, please contact BEONCHIP

MATERIAL

BE-FLOW chips are made of biocompatible plastic and are gas-impermeable, for effective gradients of CO,, O,,
etc. They have excellent optical properties, with high transparency and low auto-fluorescence.

TECHNICAL FEATURES

The design of the be-flow consists of 2 independent
channels with screw-like inlet and outlet wells that
allow joining with connectors and tubes to a fluidic
system. Evaporation reservoirs are next to the medium
reservoirs to be filled with PBS or water during the
incubation before closing the system with tubes.

INLET/OQUTLET

1| EVAPORATION

2 RESERVOIR
MEDIUM )

RESERVOIR

Height | Width | Lenght | Total Volume
Channels 375 um | 1'5mm {43 mm |24 pL
Inlet/Outlet 7 mm | UNF 1/4"- 28 130 pL

M. Reservoir |5mm |36 mm ‘ 8'8 mm | 185 pL O

CONTENT

The product reaches the user sterilized (10 Be-Flow per box). It can be stored in dry places which are not exposed
to direct sunlight at room temperature (15-25°C).

CELL CULTURE COATING

BE-FLOW chips have been treated to obtain a hydrophilic surface that facilitates filling the devices with aqueous
solutions and/or gels and promotes cell adhesion.

In case of a certain coating is required, prepare your coating solution (Collagen I, Collagen 1V, Fibronectin, Poly-L-
Lysine, Poly-D-Lysine...) according to the manufacturer’s instructions and apply it into each channel. Aspirate the
channel and wash with distilled water or PBS to remove excess coating solution by using 5-10 times the volume
of the channel.

Version 3.0



BE-FLOW % BEONChip

INSTRUCTIONS

Biomimetic Environment On Chip

FILLING AND HANDLING

1. Trypsinize and count cells as usual. Cell concentration will vary with the cell type. It is recommended to seed
a cell concentration to obtain a confluent layer within 2-3 days.

2. With a P-100 or P-1000 pipette, take 100 pL of medium with cells and add it in the inlet. Leave the medium
flow through the channel letting it reach the outlet. It is important to add water or PBS in the evaporation
reservoirs to avoid evaporation.
3. Let cells adhere to the surface (the time may vary depending on the cell type).
4. If you are not mounting the flow system on the same day of seeding, add the desired amount of medium in
the medium reservoirs. Depending on your cell type, pay attention to change the medium. To do this, medium
is added carefully in the medium reservoir next to the inlet and the pressure difference will equalise the medium
among inlet and outlet.
5. In order to connect the device to a flow system, screw the connectors into the outlet and inlet (in that order).
Both inlets and outlets are designed to be screwed to connectors (1/4” - 28). Remember that the device and the
tubes have to be primed with medium before connecting.
It is possible to use a rocker to move medium from one reservoir to another. With a final volume of 100 pl per
reservoir it is possible to apply 45° of inclination.

ASSEMBLY OF THE FLOW SYSTEM
Beonchip has some advices to set the flow system configuration.
Previous considerations:
1. Prewarm the tubes and the fluidic elements during 15-20 minutes at the incubator.
2. Set the system in a laminar flow cabinet.
3. Cells must be well adhered to the surface before mounting the flow system.
4. The device should be never left without culture medium inside or in the inlets/outlets.
To assemble the flow system, the following will be considered:
1. Fill the inlet well completely with medium so that no air bubbles remain.
2. Prime the system of tubes that connect to the inlet before assembling the system.
3. Both inlets and outlets are designed to be able to use connectors (1/4” - 28). Once this tube system is primed,
the connector can be screwed into the inlet. At this point, extreme care must be taken to ensure that no air
bubbles enter the system.

4. Finally, the tube is connected to the outlet and thus the system is closed.

5. Check that there are no leaks in the system. To do this, leave the pump running for a couple of minutes before
placing the devices in the bioreactor or in the incubator.

To prevent bubbles from forming during filling, please avoid empty completely tips of pipettes. Hold the plunger
firmly while removing the pipette from the inlets so that the negative pressure will not suck the solutions up.
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BE-FLOW % BEONChip

INSTRUCTIONS

Biomimetic Environment On Chip

CELLS SEEDING

Interaction between hemodynamics and vascular endothelium is an important factor to consider in cardiovascular
function. Vascular endothelial cells from the inner wall of arterial vessels are exposed to the blood flow which
acts on the endothelium surface as a tangential force (shear stress). Under mechanical stimuli, cells can adjust
several biological responses through mechanotransduction processes. The BE-FLOW design consists of three
independent channels. Each channel has an inlet and outlet reservoir that can be connected with a flow system,
emulating the frame of a blood vessel. Seeding endothelial cells on top of a ECM coated surface, that meet cell
type specific needs for growth and adhesion, makes possible to recreate a dynamic environment under different,
physiological and pathological, flow rates.

PREPARATION FOR CELL MICROSCOPY

It is possible to monitor fixed or living cells and also chemical gradients. Most of the monitoring systems used in
traditional cell culture can be taken to BEONCHIP microfluidic devices. Common fixatives can be used. Cell viability
can be evaluated using different dyes. Moreover, immunofluorescent staining can be performed to identify specific
targets. Also, cell cycle fluorescent reporters can be used.

Please contact BEONCHIP for further assistance.

OTHER READOUTS

Recovering the cells is possible in order to perform downstream applications such as flow cytometry, RNA
extraction (PCR)...

Please contact BEONCHIP for further assistance.
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O2 SensorPlug SPL-ML-PSt7 14 Technical Data

4 Technical Data

Specifications Gaseous & Dissolved Oz Dissolved O
Measurement range 0-100 % O3 0—45g/mL
0 — 1000 hPa 0 — 1400 pmol/L
Limit of detection 0.03 % oxygen 15 ppb
Resolution +0.01% Ozatl % O + 0.005 mg/L at 0.4 mg/L
+0.05 % O at 20.9 % O2 + 0.025 mg/L at 9.06 mg/L
Accuracy at + 20 °C* +0.05% O, or =3 % rel.
Response time (t90) < 6 sec. <40 sec.
Compatible O, meters OXY-1 ST (trace), OXY-4 ST (trace), Microx 4 (trace)
Properties
Compatibility Aqueous solutions, ethanol, methanol
No cross-sensitivity pH 1 - 14, CO2, H2S, SOy, ionic species
Cross Sensitivity Organic solvents, such as acetone, toluene, chloroform or

methylene chloride; chlorine gas

Cleaning procedure Ethylene oxide (EtO), beta irradiation|
Water, ethanol 70 % (v/v)

Calibration SPL are pre-calibrated
Two-point calibration in oxygen-free environment (nitrogen,
sodium sulfite) and air-saturated environment

Storage Stability 60 months provided the sensor material is stored in the dark at
room temperature

Plug type Male Mini Luer fluid connector

*after two-point calibration

© 2020 PreSens Precision Sensing GmbH
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METERS

0XY-4 ST (G3)

Due to its small outer dimensions 0XY-4 ST can be set up almost anywhere. It can be used with
microsensors (230 pm fiber] in different designs, non-invasive sensors, dipping probes and flow-
through cells (1 mm fiber). This makes it the ideal tool especially for benchtop applications. OXY-
4 ST is compatible with sensor type PSt7 (detection limit 15 ppb, 0 - 100 % oxygen). This USB-
powered oxygen meter is operated with the PreSens Measurement Studio 2 software and offers

separate temperature compensation for each channel. The software has numerous features,

offers additional pressure and salinity compensation and allows controlling several single and
multi-channel meters simultaneously. This oxygen meter is the solution for most precise micro-

invasive or non-invasive oxygen measurements.

e Measurementrange of max. 0 - 100 % oxygen

e For use with microsensors, dipping probes, non-invasive spots & FTCs
e USB-powered

e Controlled by PreSens Measurement Studio 2

e Compensation of temperature, pressure & salinity

e Small outer dimensions

TECHNICAL

Oxygen sensors PSt? (optical ST connector)

Temperature sensor 4 x Pt100 temperature connection (sensor not included)
Temperature performance From 0 °Cto + 50 °C, resolution + 0.1 °C, accuracy + 1.0 °C
Power supply Supply voltage: 5 VDC (USB-2.0-Mini-B), current/power: 400 mA
Temperature: operating / storage From 0°Cto+50°C/-20°Cto+70°C

Relative humidity From 0to 80 % (non-condensing)

Dimensions (L xW x H) 164 mm x 76 mm x 50 mm

Weight 417 ¢

Digital interface USB interface cable to PC, cable included

Page 1of 5 @ www.PreSens.de/product-finder/1000592-002
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ACCESSORIES

Polymer Optical Fiber POF

A polymer optical fiber (POF) is needed to transfer excitation light to the sensor and the sensor
response back to the meter. We offer different versions for different meters depending on their
optical connector type. A POF enables non-invasive and non-destructive measurements to be
made from the outside through the wall of a transparent or slightly colored container. The POF
with SMA connector is compatible with meters of the Fibox, 0XY-1 SMA, 0XY-1 WM,0XY mini and pH
mini series, as well as the pCO, mini. The POF with ST connector is compatible with meters of the
Microx 4 and OXY-1 ST series. Different standard lengths are offered, e. g. 2.5 m, and fibers with

connectors on one or both ends are available, depending on your adapter or sensor application.

e Enables contactless measurement
e Versatile light guide

o Different lengths available

TECHNICAL

Specifications ~ SMA )
Optical diameter: 2 mm Optical diameter: 1 mm
Dimensions Outer diameter (incl. black cladding): approx. 2.8 mm Outer diameter (incl. black cladding): 2.2 mm
Min. bending radius: 40 mm Min. bending radius: 17 mm
Connector SMA conncetors on one or both ends available for use with SOAor ST connectors on one or both ends available for use with
type ARC SOA or ARC-1 ST
Length of ) .
ib Available standard lengths 1.0, 2.5 and 5.0 m; for lengths of more than 5 m, please contact our service team
iber
c il All devices with SMA connector, e.g. Fibox, 0XY-1 SMA, pH mini All devices with ST connector, e.g. Microx 4 or 0XY-1 ST
ompatibilit
P J series, pCOz mini series
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CORTE POR LASER DE CO2: LIAOCHENG CITY
HENGCHUNYUAN MACHINERY EQUIPMENT CO., LTD.
FL—K40

1 potencia de [3sar 40w

2 tensidn de alimentacidn 1MN220V £ 10% 50/60Hz

3. Tamario del 3rea de trabajo 3002 00men

4 de mess de frabsjo de Placa de aluminio

5. Tamario arriba y abajo B0onmn (opcional}

5. Modo de control de mesa Manual

7. Velocidad maxima de grabado 500 mmn's

8. Welocidad mazima de corte 100mimis

 La localizacidn de precision =0,01mm

10, Minimo cardcter moldeadar Cardcter 2*2mm, letra 1*1mm
11 resolucian 0,0125mm

12 espasor de corte 0-15mm depande del material
12 de la configuracion de Control de MIMI DSF

14. Interfaz de transferencia de datos use

15-Sistemna de medio ambiente WINDOWS XPYWINTIS

16 Grapgic archive enemigo '\ mat BMP PLT... &l COR DXF JPGE... GIF TIF PGN... DX¥P... DWG de
17.253 color separatrion de salida Apoyo

128 2560 grados pendiente grabado Apoyo

12 Sin trabajo Apoyo

20 manera de enfriamiento Agua de refrigeracion

21 la temperatura de funcionamiento B-35%c

2Z2. sensor y alarma de proteccion del agua Si

23. Peso neto/peso del embalaje 35 kg5lkg

24 dimensidn de la maguina E10°510*250mm

25 dirmensicn de embalajs 10007 00*480mnmm
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Form 2 Tech Specs

Hardware

Printing Properties

PreForm Software

Finish Kit

Dimensions

Weight

Operating Temperature

Power Requirements

Laser Specifications

Connectivity
Optical Path
Printer control

Technology
Peel Mechanism
Resin Fill System

35x33x52cm
135 %13 % 2050n
13kg

285 Ibs

Auto-heats to 35° C
Auto-heats to 95° F
Self-heating Resin Tank

100-240 vV
1.5 A 50/60 Hz
65 W

EN 60825-1:2007 certified
Class 1 Laser Product
405nm violet laser
250mW laser

Wifi, Ethernet and USB
Protected

Interactive Touch-screen with Push-button

Stereolithography (SLA)
Sliding Peel Process with wiper
Automated

Build Volume 145 x 145 x 1756 mm
57%x57%x6.9in
Layer Thickness (Axis Resolution) 25, 50, 100 microns
0.001, 0.002, 0.004 inches
Laser Spot Size (FWHM) 140 microns
0.0055 inches
Supports Auto-Generated

System Requirements

Hardware Requirements

Features

Includes

Easily Removable

Windows 7 (64-bit) and up
Mac OS X 1010 and up
OpenGL 21

4GB RAM

Formlabs Form 2 3D Printer

Simple print setup

Auto-orient for optimal print position
Auto-mesh repair

Auto-generation of supports
Rotation, scaling and duplication
Layer slicer for path inspection

.STL and .OBJ file input

FORM file output

Finishing Tray

Scraper

Pre and Post-Rinse Tubs
Rinse Basket

Squeeze Bottle

Flush Cutters

Tweezers

Disposable Nitrile Gloves
PEC*PAD Wipes
Microfiber cloth
Removal Tool

Removal Jig




Model
CPU
Conbguration
Drive method

Max. cutting area (W x L)
n

Cutting area of guaranteed
accuracy %)

Mountable media width

Max, cross cul widlh

Number of push rollers
Max. cutting speed

Axial acceleration
Cutting force

Mechanical resolution
Programmable resolution
Distance accuracy ™
Repeatability (2!

Minimum character size
Mountable number of tools

Blade types
Pen types
Pouncing tool type

Media types %)

Compatible paper for
pouncing

Light pointer

Cross-cutter

Perforation cutting
Registraton mark sensing
system

Standard interface

Buffer memory

Command sets

Condition settings

Display

Power source

Powsr consumption
Operating environment

Guaranteed accuracy
envircament

PLOTTER DE CORTE: GRAPHTEC FC8600 SERIES

FCB8600-60 FCB8600-75 FC8600-100 FCB600-130 FC8600-160
32-bit CPU

Gril rofling lype

Digital servo drive

2ftx 184 ft 2ft6inx 164t 3AG6iInx164ft 4ftGiInx164t SR4inx1641t

B10mmx50m 762Zmmx50m 1067 mmx50m 1372mmx50m 1626 mm x 50 m

41inx 321, 53inx32M, 63inx32M
2323mx 50N 2921 inx 50N

352inx50Mh 352inx50M 352inx50ft
Min. 1.97 in Min. 1.97 in Min. 1.97 in Min. 1.97 in Min. 1.97 in

Max. 30.31 in Max. 36.22 in Max. 48.19 in Max. 60.20 in Max. 72.83 in

2M4.9in (734 2R 10in (BB6 3N1088in (1191 41 109in (1456 51 8.9in (1750
mm) mm) mm) mm) mm})

2 rollers 2 rollers 3 rollers 3 rollers 4 rollers
4 ft 10.46 in/s (1485 mmys) at 45° direction

Max. 39.2 mis? (4 G) in 8 steps

Max. 5.88 N (600 gf) i 48 steps

0.005 mm

GP-GL:0.1/0.05/0.025/ 0.01 mm, HP-GL™: 0.025 mm

Max. 0.1 mm or 0.1 % of plotted length

Max. 0.1 mm in plot up to 2 m {excluding the expansion and contraction of the media)
Approx. 3 mm alphanumeric (varies depending on character font and media)

1 tool (cutting blade, plotting pen or pouncing tool) in standard;
2 tools (cutting blade and plotting pen) when second penholder (optional) is installed

Supersteel (0.9 mm or 1.5 mm diameter)
Water-hased fiber-tip pen, Oil-based ballpoint pen
Steel pin 1.2 mm diameter, required optional pouncing tool (PPA 33-TP12)

Self-adhesive marking film (vinyl, flucrescent, reflective, high-intensity reflective film) up to 0.25
mm thick,
Sandbiast resist rubber up to 1 mm thick

Regular paper from 0.06 o 0.13 mm thick

Built into the leol carrage
Built into the tool camage
Supperted (performed by force contral)

Scans the mark by optical sensor (ARMSS5.0), Segment area and Multiple-mark compensation,
4-points axis alignment, Auto mark detect

USB2.0 (High speed), RS-232C, and Ethemet (10BASE-T/100BASE-TX)
2MB

GP-GL / HP-GL™ emulation (Set by menu or command, and selects from GP-GL, HP-GL™, or
Auto select)

Dual configuration (save two (2) user settings with eight (8) separate condition setting for each
user)

Graphic type LCD (3-inch, backlight)

100 V10 240 V AC, 50/ 60 Hz

Max. 160 VA

1010 35 °C, 35 to 75 % R.H. (non-condensing)

16 10 32 "C, 35 to 70 % R.H. (non-condensing)



PLANCHA DE TRANSFERENCIA POR
TERMOCOMPRESION: GEO KNIGHT DC-8

FEATURES

Fully digital temperature conirgl 32°-600°F range
Automatic digital timer & dual pre-press fimer
Digital Pressure Bar Graph

Interchangeable Heat Platens & Tables

Solid steel welded framework
SuperCoil-Microwinding™ heater technology
Accommodates materials up to 1" thick
Temperature readout accuracy +-2°F - can show *C or °F
70 Programmabhble preseis

Records number of pressing cycles done
Teflon-coated 3/4" thick heat platen

WARRANTY

FREE LIFETIME Tech Supportl
Lifetime warranty on heat platen
h-year warranty on frame
J-year warranty on controller

1 year warranty on parts

SPECS

« Weight: 110 lbs

« Electrical: 600W / 5A 7 120V

« Shipping Dims: 24"W x 24"D x 24"H
« (add $35 for 220V international)



CAMARA DE FLUJO LAMINAR: TELSTAR BIO Il ADVANCE

PLUS

Especificaciones

+ Profundidad de la cabina de 764 mm (compatible con la
mavoria de puertas de laboratorio)

- Altura total de 1260 mm

+ Frontal con una inclinacion de 10° para mejorar la
posicion de trabajo

« Camara de acero inoxidable de 304 L con &ngulos
redondeados y laterales en vidrio de seguridad templado

+ Junta de estanqueidad alrededor del frontal

« Cristal frontal de seguridad antirreflejante con proteccion

contra la luz UV, sin obstaculos visuales en el borde
inferior

+ Control por microprocesador con autocompensacion de
la colmatacion de los filtros

Pantalla principal que muestra la velocidad del flujo
laminar y el estado de colmatacion de los filtros

Funcién Ecomode

Panel de control con cédigo cromatico internacional
que indica el estado de la cabina

Cristal frontal deslizante vy abatible accionado por
pistones neumaticos, que facilita el mantenimiento v la
limpieza interior y permite la introduccion de elementos
y accesorios voluminosos en el interior de la camara
Luz UV vy ventiladores programables mediante un
temporizador

Cuatro idiomas predefinidos (espanol, inglés, francés y
aleman)

Acceso a todas las areas de mantenimiento mediante el
frontal de la cabina.

ESPECIFICACIONES TECNICAS unidades Bio Il Advance Plus 3 Bio Il Advance Plus 4 Bio Il Advance Plus 6
Dimensiones externas (an.  pr. x al.) mm 1049 = 764 = 1260 1354 % 764 = 1260 1964 = 764 = 1260
Dimensiones internas (an. * pr. * al.) mm 954 = 602 = 580 1259 = 602 = 580 1869 = 602 = 580
Dimensiones de transporte (an. * pr. x al.) mm 1105 = 840 = 1450 1450 = 880 = 1640 2040 % 870 x 1640
Peso kg 180 200 280

Peso de transporte kg 230 250 330
Velocidad del flujo laminar / caudal del flujo laminar mfs mi/h 0,35/ 669 0,35/ 882 0,35 /1310

Vel. del aire de entrada frontal / caudal de extraccién m/s mh 0,55 /295 0,55 / 402 0,5/ 564
Potencia kw 0,125 0,125 0,338

Voltaje (otros disponibles bajo solicitud) Y 230 230 230
Frecuencia Hz 50-60 50-60 50-60
lluminacion Ix 21000 =1000 =1000

Ruido dBA =58 =58 =58
Vibracién mm RM5 =0,005 <0,005 =0,005

Filtros Filtros HEPA H14 de conformida con EN 1822: eficiencia del 99,995 % MPPS v 99,999 % DOP
Calidad del aire 150 4 de conformidad con 150 CD 14644-1: 353 part. 20,5 pm/m’; 10 000 part. 20,1 pm/m*




Atto (Low Cost / Low Budget)

Niederdruck Plasma Systeme
Low pressure plasma systems

Technische Daten

Gehause
Breite 425 mm
Hohe 275 mm
Tiefe 450 mm

Breite 525 mm
Hoéhe 257 mm
Tiefe 420 mm

Gewicht
Ca. 20 kg (ohne Pumpe)

Vakuumkammer

Aus Glas (Borosilikat oder Quarzglas)
@211 mm

Lange 300 mm

Kammervolumen
Ca. 10,5 Liter

Gaszufiihrung
2 Gaskanale Uber Nadelventil
MFC

Generator Frequenz
40 kHz / 200 W
13,56 MHz /300 W

Spannungsversorgung
220V -240V/6 A 50-60Hz
(110V/10A/60Hz)

Vakuumpumpe
Saugleistung min. 3 m3/h

Steuerungen
Manuell
PCCE-Steuerung (Microsoft Windows CE)

PC-Steuerung (Microsoft Windows POS Ready 2009)

Drehschalter

Teilaufnahme
1x Warentrager

Druckmessung
Option Pirani

Technical data

Cabinet

Width 425 mm (16.7")
Height 275 mm (10.8")
Depth 450 mm (17.7")

Width 525 mm (20.7")
Height 257 mm (10.1")
Depth 420 mm (17.7")

Weight
Approx. 20 kg (44lbs) (without pump)

Vacuum Chamber

Made of glass (Borosilicate or Quartz glass)
@ 211 mm (8.3")

Length 300 mm (11.8")

Chamber volume
Approx. 10,5 litres

Gas Connection
Two gas channels via needle valve
MFC

Generator Frequency
40 kHz / 200 W
13,56 MHz / 300 W

Supply voltage
220V -240V/6 A, 50-60 Hz
(110V /10 A/ 60 Hz)

Vacuum Pump
Suction power min. 3 m3/h

Control

\ETVE]

PCCE-control (Microsoft Windows CE)

PC-control (Microsoft Windows POS Ready 2009)
Rotary switch control

Partial recording
1x Product carrier

Pressure measurement
Option Pirani




TECHNICAL SHEET

Temperature control
Temperature range
Control

Stability

Uniformity

CO, control

Range

Stability

Service pressure

Recuperation (up to 90% of preset
value)

O, control (optional)
Range
Service pressure

Pumping system
Number of pumps

Number of pumpheads
Compatibility
HF Pumphead

LF Pumphead

Channels per pumphead

Digital control of flow conditions by
means of touchscreen

Power supply and consumption
Power supply

Nominal power

Dimensions

External dimensions [W x D x H]
Internal dimensions [W x D x H]
Weight

Weight

TEB1000 flow bioreactor

Room temperatura +4 to +50 °C
+0.1°C

+0.1°C

< *03°

0.2-20%
+0.1°C
0.35 bar

0.7 %/min

1-19%

1 bar

Two independent subsystems with electric engines and electronics located outside the internal
chamber of the Master Unit, to avoid overheating, reduce the risk of contamination and increase useful
volume.

Up to 2 pumpheads can be used with each subsystem (4 pumpheads in total)

High flow (HF) and Low flow (LF) pumpheads

. 1 channel pumphead

. Flow rate: 0.1 to 400 ml/min

. 5 channel pumphead

. Flow rate: 0.003 to 33 ml/min

. HF pumphead: 1 channel/pumphead

. LF pumphead: 5 channel/pumphead

. Real time electronic flow rate control

. Automatic graph of pump rotation speed

. Independent control of each subsystem

. Pre-configured flow profiles

. Possibility of introducing user-defined complex flow protocols
. Flow direction can be alternated

. Pulsatile flow (regulation of frequency and amplitude)

. Easy-to-use intuitive interface

. Special flow control module for alternative dynamic perfusion

110-220 V, 50-60 Hz, IEC 14 power cord
1800 W

686 x 803 x 848 mm
540 x 451 x 693 mm

120 kg

EBERS Medical Technology

Tel/Fax (+34) 876 013 826 email: info @ebersmedical.com
C/ Maria de Luna Il, nave 3B E-50018, Zaragoza (Spain)

www.ebersmedical.com
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