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Resumen
Este proyecto de enfoque multidisciplinario e interinstitucional, atiende el
problema de la deteccion e identificacion de los tipos predominantes de VPH de
alto riesgo, ambas fases necesarias en el diagnodstico de la infeccion viral y
para complementar el tamizaje de las mujeres en riesgo de desarrollar CaCu,
por lo que el presente proyecto resulta de relevancia tanto social como
cientifica.

En este proyecto de tesis se presenta la integracién de los datos recabados
durante el proceso de experimentacion. Se presentan algunas técnicas
empleadas en el desarrollo del dispositivo DMF planteado para lograr la
automatizacidn del proceso de sensado de patdégenos, se habla de las

complicaciones técnicas encontradas durante la fabricacién del dispositivo y se
menciona el plan de desarrollo del mismo para continuar con su construccion y
eventual implementacion.

DISENO TOP-DOWN Y PRIMEROS PASOS DE FABRICACION DE UN CHIP
MICROFLUIDICO COMO BIOSENSOR PARA EL DIAGNOSTICO DE VIRUS
DEL PAPILOMA HUMANO

PALABRAS CLAVE. Biosensor, Microanalisis totales, Microfluidica
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Abstract

This project of multidisciplinary and inter-institutional focus deals with the
problem of detection and identification of predominant HPV viruses kinds, both,
necessary phases on diagnosis of viral infections and discrimination of women

at risk to develop cervical cancer, due that, this projet results of scientific and
social importance.

TOP-DOWN DESIGN AND FIRST STEPS ON MANUFACTURING OF A
MICROFLUIDIC CHIP AS A BIOSENSOR FOR HVP DIAGNOSIS

KEY WORDS. MICROFLUIDICS, BIOSENSOR, BIOLOGICAL ANALYSIS
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Motivacién y Antecedentes

Motivacion

A nivel mundial el cancer cervicouterino es una de las principales causas de
muerte en las mujeres, afectando principalmente a aquellas en el rango de los 30
a los 50 afnos de edad. Se estima que el cancer cervicouterino afecta anualmente
a 500,000 mujeres a nivel mundial, muriendo el 40% de éstas. Son las naciones
del tercer mundo las mas afectadas, ya que acaparan 80% de los casos fatales
[3]. El cancer es una enfermedad metastatica caracterizada por el crecimiento
desmedido de células con taras, su deteccidén temprana es crucial para mejorar los
mecanismos de su prondstico y tratamiento [4]. En particular el cancer
cervicouterino es asociado con el HPV' como su principal causa, por lo que es de
vital importancia la deteccidn de este patdbgeno también.

El cultivo celular seguido de la diferenciacion fenotipica? hoy por hoy es el método
base de la identificacidn microbiana, ésto a pesar de la existencia de técnicas mas
modernas que han apoyado el diagnostico genético y de enfermedades
infecciosas. En el cultivo celular es necesario llevar a cabo un seguimiento del
mismo, para lo cual la técnica mas utilizada es la PCR que poseé algunos
inconvenientes en su aplicacion a diagnoésticos POC, es decir, herramientas
portatiles que sean capaces de determinar las condiciones del paciente en el sitio
mismo donde éste se encuentre. Las técnicas de amplificacion isotérmica
ampliamente usadas en diagndstico molecular permiten evitar las limitaciones del
PCR, ya que éstas logran la desnaturalizacion del DNA (separacion de las hebras)
usando enzimas en vez de los ciclos de calentamiento y enfriamento propios del
PCR.

La complicacién de este método de identificacibn microbiana, es el retraso
implicado por el cultivo celular, que toma periodos minimos de entre 1 y 5 dias,
tiempo vital en el proceso de diagnéstico. La falta del diagndstico en numerosas
ocasiones deriva en la muerte de la paciente [5], por lo que seria adecuado contar
con dispositivos de diagnéstico POC. Estos dispositivos no solo deben poseer las
caracteristicas de los métodos de deteccion convencionales, sino que deben
también ser faciles de usar e interpretar, estables sobre multiples condiciones de

1  ElHPV se subclasifica en dos tipos, bajo riesgo y alto riesgo. En este Gltimo se engloban los tipos 16 y
18, responsables de la mayoria de los canceres causados por HPV.

2 El fenotipo (del griego phainein que significa "apariencia" y typos que significa "tipo") es el conjunto
de caracteristicas observables de un organismo, abarcando desde las caracteristicas fisicas y quimicas,
incluido su comportamiento, asi como sus productos.



operacion (humedad, temperatura, etc), portatiles y de preferencia desechables

[6].

La meta planteada en la deteccion de enfermedades es el desarrollo de técnicas
de alta sensitividad a biomarcadores especificos [7]. Las ventajas encontradas en
las técnicas de amplificacion isotérmica (rapidez, potencia de amplificacion,
diagnésticos con alta especificidad y sensitividad, posibilidad de miniaturizacion),
las vuelven propicias para ser la base de la siguiente generacion de dispositivos
POC, facilitando el cuidado de la salud de forma personalizada y accesible [5]. No
obstante, la tendencia en las técnicas de deteccion de secuencias genéticas en el
DNA, apunta a los protocolos libres de amplificacién, los cuales tienen la ventaja
de ser protocolos simplificados y con un menor consumo de reactivos [5].

El nivel microscopico y la relativa sencillez de formar arreglos de grandes
cantidades de microsensores, ofrecen oportunidades de desarrollo de
herramientas de diagndstico clinico [7]. Los dispositivos microfluidicos en sus
dimensiones caracteristicas permiten una excelente manipulacién celular en
muestras bioldgicas, lo cual los convierte en una herramienta a nivel diagnéstico y
terapéutico. Esta caracteristica permite el uso de biomarcadores® mecanicos, los
cuales en conjunto con la microfluidica se cree que son la clave para alcanzar el
objetivo de desarrollar dispositivos mas eficientes, mas baratos y mas rapidos en
el tratamiento de enfermedades [8].
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Figura 1: Evolucion de las estrategias de identificacion de secuencias
genéticas.

3 Los biomarcadores son en sentido amplio la presencia de un xenobidtico en un fluido biolégico y/o las
alteraciones cuantificables en un sistema biolodgico o muestra inducidas por el mismo.
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La necesidad de los tratamientos de diagndstico POC ha ayudado a dar paso al
redisefio de los dispositivos LOC que tipicamente necesitan aditamentos
especiales para el control del flujo interno, lo cual de otra forma resultaria dificil e
impractico en el diagnéstico POC [9].

Antecedentes

Las aplicaciones clinicas con enfoque en diagndstico molecular basado en
deteccidén de acidos nucleicos, son un gran propulsor en el desarrollo de estos
meétodos [10,11]. Los avances alcanzados por la nanotecnologia estan logrando el
desarrollo de dispositivos para deteccion de acidos nucleicos que puedan ser
accesibles y descentralizados. Algunas innovaciones en componentes de los
procesos clave para deteccion de acidos nucleicos como: 1) preparacion de la
muestra, 2) amplificacion del blanco, y 3) modalidades de transduccion, han sido
revisados por Hartman [11].

La detecciéon de acidos nucleicos en dispositivos POC esta en sus primeras
etapas. Los retos a corto plazo en el desarrollo de dispositivos POC que deben ser
considerados son: (1) la adaptabilidad en diferentes tipos de muestras, (2) el
desarrollo de métodos de amplificacion de blancos libres de enzimas usando
nanoestructuras basadas en materiales avanzados, (3) el desarrollo de
telemedicina mediante la implementacion de resultados digitalizados para
interfaces inalambricas con dispositivos de telecomunicaciones, y (4) el
cumplimiento del criterio ASSURED recomendado por la WHO para deteccion en
dispositivos POC, mediante integracion de preparacion de muestras, amplificacion
de blancos, e interpretacion de resultados en un mismo dispositivo.

La integracion de las diferentes disciplinas necesarias para el desarrollo de los
dispositivos POC, es clave para vencer los obstaculos que retardan su fabricacion
masiva, asi como la implementacion de la nanotecnologia [5,10,11].

Las expectativas en el desarrollo de sistemas de analisis completos de acidos
nucleicos son muy altas, de hecho, es posible que varios dispositivos basados en
RNA estén disponibles en breve. Experiencia y tecnologia adicionales deben ser
desarrolladas antes que los sistemas uTAS sean comercialmente viables.

Un dispositivo DMF ha sido presentado por Kuhnemund [12] para la amplificacion
de acidos nucleicos basado en el uso de sondas padlock. El procedimiento
consiste de sondas padlock circularizadas en una reaccion de ligacién con
especificidad a una region blanco y amplificada a través de dos rondas de RCA,
incluyendo un paso intermedio de digestion, con enzimas de restriccion.

Otro ejemplo del éxito en la integracién de un dispositivo de diagnostico, fue



reportado por Mahmoudian [10], cuya plataforma estable de C2CA con dsDNA
logr6 la deteccion de productos gendmicos de DNA de V. Cholerae,
especificamente se desarrollé una plataforma integrada de RCA y C2CA, con
sondas padlock y su subsecuente deteccion en un chip electroforético. La RCA 'y
la C2CA fueron exitésamente llevadas a cabo a una temperatura estable de 37°C
en el pozo de la muestra del microchip, y sus respectivos productos fueron
detectados en el mismo canal, prellenado con una matriz de separacién polimérica
y tintes fluorescentes.



Objetivos y Métodos

Objetivos del Proyecto

El objetivo general de este estudio es el siguiente:

Disenar un chip microfluidico como biosensor para el diagndstico del virus de
papiloma humano de alto riesgo y dar los primeros pasos en su construccion.

En tanto que los objetivos particulares son:

1. Realizar el disefio de un dispositivo microfluidico que servira como un

microreactor en el proceso de deteccion del HPV.

Realizar la optimizacién del mismo.

Controlar la técnica EWOD que se pretende implementar para transportar la

muestra a través de los distintos pasos del proceso del analisis.

4. Presentar las técnicas de fabricacion que permitiran el desarrollo del
dispositivo.

wnN

Métodos Propuestos

En pro de la sencillez de fabricacion y reproducilidad experimental es apropiado
implementar técnicas que impliquen pocos pasos en el proceso que conlleven
para mejorar el control del dispositivo en general.

Los niveles de desarrollo implicados en la creacidn de este dispositivo y que son
reconocibles de forma inmediata son los tres que se muestran en la Figura 2 . Por
una parte se tiene el problema del analisis biolégico que se pretende realizar
mediante un escalemiento del mismo, paralelamente se debe buscar una solucién
ingenieril para adaptar-controlar el proceso biolégico mediante un dispositivo
automatizado y finalmente, es necesario un mecanismo que interprete el resultado
obtenido del analisis y se lo indique al operador del dispositivo. Cada uno de estos
niveles implica subniveles propios, cada uno con sus peculiaridades a tratar.

La cantidad de métodos y técnicas empleados en dispositivos de este tipo es muy
basta. En particular este proyecto pretende realizar un disefio del tipo top-down
para el dispositivo, dado que las metas y necesidades que se buscan en el



dispositivo son muy especificas.
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Figura 2: Niveles de desarrollo en la fabricacion del dispositivo
biosensorautonomo con escalamiento del analisis.

El transporte de la muestra al interior del dispositivo se pretende que sea mediante
EWOD ya que esta variante de la técnica microfluidica permite una reduccién de
componentes en el dispositivo con lo cual se espera un mejor control sobre el
proceso.

Se pretende implementar la técnica RCA para la amplificacién del DNA de la
muestra, debido a que esta técnica no implica variaciones sistematicas de
temperatura, por lo cual contribuira a un mejor control del proceso.



Algunos Conceptos Biolégicos

Analisis de DNA

Como Watson y Creek [13] sefialaron afos atras, el DNA puede ser visto como un
medio de almacenamiento para el cdédigo genético, i.e., dentro del DNA esta
localizada toda la informacion esencial de los organismos vivientes. Los bloques
fundamentales del DNA son moléculas llamadas nuecledétidos y consisten de una
"base" unida a un eslabon "azucar-fosfato", tales nucleotidos estan unidas
covalentemente por la formacion de un enlace de fosfodiester* entre los grupos
fosfatos unidos a la azucar de un nucleétido y un grupo hidroxilo sobre el siguiente
nucledtido. Hay 4 diferentes tipos de bases dentro de la composicon del DNA:
adenina (A), tiamina (T), guanina (G) y citosina (C). Las azucares unidas mediante
los grupos fosfato crean cadenas poliméricas compuestas de eslabones repetitivos
azucar-fosfato con una serie de bases sobresaliendo de ellas. Cada polimero
crece por la adicion de mondémeros en los extremos de una cadena polimérica en
una reaccion de condensacion; cada mondmero en un cadena sencilla de DNA
consiste de un nucledtido. La manera en que este hecho es entendido
funcionalmente, es un lenguaje construido sobre 4 signos.

Dos cadenas de DNA estan unidas mediante enlaces débiles de puentes de
hidrégeno (los cuales son de muy baja intensidad comparados con las uniones
azucar-fosfato), obedeciendo la complementariedad descrita por la regla de
Chargaff [13,14,15]. Tal regla declara que la cantidad de Adenina (A) es igual a la
cantidad de Timina (T), y la cantidad de Guanina (G) es igual a la cantidad de
Citosina (C), es decir, el numero total de bases purinas es igual al numero total de
bases pirimidinas ([A+G]=[C+T]). Este hecho permite que dos hebras de DNA
puedan ser separadas sin romper el eslabonamiento y que cada cadena pueda
servir como una plantilla, siendo esta la manera en la cual la informacion genética
es replicada, i.e., la sintesis del DNA. De forma natural esta sintesis se realiza
mediante la adicion de un desoxirribonucledtido al extremo 3' de una cadena
polinucleotidica. Es el apareamiento de bases entre el ribonucledtido que se
afade y una hebra ya existente de DNA lo que condiciona que la nueva hebra
tenga una secuencia de nucleo6tidos complementaria.

4  El enlace fosfodiéster es un enlace covalente que se produce entre un grupo fosfato (H;PO,) y un grupo
hidroxilo (OH).
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Figura 3: Estructuras basicas de la conformacion del DNA.

Amplificaciéon de DNA

Un proceso esencial en la biologia moderna y la medicina es el proceso de
sensado de acidos nucléicos, ya que la deteccién de organismos patégenos (tales
como bacterias, virus y genes cancerosos) impacta directamente en el tratamiento



del paciente [2]. Alguna forma de amplificacién de acidos nucleicos es requerida
para obtener sensitividades relevantes clinicamente para pequefias muestras
usadas en la deteccidn de patdégenos de dispositivos usados en POCT [5]. La
amplificacion es un medio de replicacion acelerado de manera artificial con la
finalidad de generar una gran cantidad de copias de un fragmento “plantilla” de
DNA mediante hibridadcion®.

Amplificacion de DNA por PCR

La PCR es un proceso relativamente directo de realizar, se aislan las secuencias a
ser amplificadas y se afaden los iniciadores especificos, DNA-polimerasa y una
mezcla de precursores de los 4 desoxiribonucleétidos, se calienta la mezcla hasta
los 94°C durante 5 minutos para desnaturalizar®, se reduce la temperatura para
que los hebras separadas puedan ser complementadas con las bases
nitrogenadas y complementar las secuencias de nucleétidos de la molécula de
DNA, posterormente se calienta a 72°C y se mantiene por un periodo de 5
minutos, tiempo suficiente para que se active la Tag-DNA-polimerasa. Acabando el
periodo anterior se mantiene a 94°C durante 20 seg para desnaturalizar
nuevamente. Este bucle se repite tipicamente de 30 a 60 veces por proceso.

Su incorporacién en la microfluidica puede llevar a tiempos mas cortos en la
reaccion debido a su alta rapidez de transferencia calorifica. Actualmente se han
desarrollado dispositivos multicanal con control independiente de temperatura para
realizar analisis genéticos en paralelo mediante electroforesis [6].

Técnicas Isotérmicas

La reacciéon en cadena de la polimerasa PCR es una técnica de amplificacion del
DNA que permite la reproduccién de fragmentos especificos de acidos nucléicos.
Esta técnica permite la replicacion de millones de copias de DNA en cuestidon de
unas cuantas horas realizando ciclos de temperaturas en tres pasos. La técnica
PCR ha revolucionado la genética y el diagndstico molecular siendo empleada
ampliamente en biomedicina y ciencias de la vida [16].

5 La hibridacion es la construccion artificial de dsDNA a partir de dos fragmentos ssDNA (dos cadenas
complementarias de DNA, RNA o de DNA y RNA) usando la complementariedad de bases. Es un
método muy versatil que permite estudiar el grado de relacion genética entre dos acidos nucleicos.
También permite la deteccion de fragmentos de DNA que son complementarios a fragmentos
monocatenarios de secuencia conocida (sondas) [7].

6  La desnaturalizacion del DNA consiste en obtener ssDNA a partir de dssDNA

9



La PCR implica un proceso llevado a cabo mediante un aumento de temperatura,
es por eso que no es apropiada en la deteccion de acidos nucleicos de
organismos vivos. Una via para evadir este problema, son las técnicas de
amplificacion isotérmicas, que funcionan en un rango de temperaturas apropiadas
(30-37 °C) para las células vivas [11]. El interés en las técnicas de amplificacon
isotérmicas es debido a que presente una mayor eficiencia energética comparada
con el PCR, esto es debido a que no es necesario realizar ciclos de calentamiento,
lo cual la convierte en una opcién idonea para las aplicaciones POC [6].

Entre los métodos de amplificacion isotérmica mas importantes se encuentran
SDA, RCA, HDA, LAMP, NASBA, ICANs, ensayo invasor, SMART, RPA, NESA,
NENNA, reciclaje de blancos asistido por exonucleasa, pruebas "Y" (o de unién),
HCR, estrategias de amplificacion por desdoblamiento de DNA-zima vy
desoxirribosoma, reacciones cataliticas no covalentes de DNA, reacciones
quimicas dirigidas por plantillas que llevan a la amplificaciéon de senales, y la
deteccion via autoensamble de pruebas deDNA que dan estructuras
supramoleculares [6]. La Tabla 1 resume varios de los métodos de NAD operando
en condiciones isotérmicas.

Una de las técnica mas comunmente empleadas en la deteccion de patégenos es
la PCR que permite la amplificacion de genes objetivo a concentraciones
detectables. Lamentablemente esta técnica implica un proceso de fusion, llevado a
cabo mediante un aumento de temperatura, es por eso que la la PCR no es
apropiada en la deteccion de acidos nucleicos de organismos vivos [2,5]. Una via
para evadir este problema, son las técnicas de amplificacion isotérmicas, que
funcionan en un rango de temperaturas apropiadas (30-37 °C) para las células
vivas.

10
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Tabla 1: Parametros esenciales que pueden ser modulados en la RCA(Tomada de [2]).
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Amplificacion por Circulo Rodante y Amplificacion Circulo a
Circulo

Un proceso de amplificacién isotérmica de interés particular es la RCA. Este es un
proceso enzimatico isotérmico donde un pequefio iniciador’ de acido nucleico
(DNA o RNA) es amplificado para formar una sola y larga hebra de concatémeros
que contiene decenas a centenares de repeticiones en cadena de segmentos de
DNA o rna usando una plantilla circular de DNA y polimerasas especiales para
DNA o RNA. El uso de la RCA se puede aplicar para métodos de diagndstico
sensibles a diferentes blancos para generar complejas nanoestructuras de DNA
(tales como DNA origami, nanotubos, nanocintas y metamateriales basados en
DNA [18].

En la RCA pueden ser utilizadas plantillas circulares por la DNA-polimerasa para
hacer largas cadenas lineales que contengan multiples copias de una secuencia
dada, las cuales pueden ser detectado por varios métodos [19,2]. Ademas, la
RCA puede ser acoplada con pruebas padlock en presencia de analitos
especificos para dar sensitividad a la deteccion de acidos nucleicos; esta técnica
ya han sido usadas en la deteccion de diversos genes relacionados a
enfermedades [2]. Después de la circularizacion de la prueba padlock, un
iniciador y polimerasa de DNA son usados para producir largas secuencias de
DNA, el cual puede ser detectado por varios métodos [2].

La versatilidad en la ingenieria de RCA (Tabla 1), la vuelve una exitante
herramienta para preparar bloques de construccion de DNA para construir
nanoestructuras altamente ordenadas y nuevos materiales que pueden encontrar
aplicaciones en la vida real en biosensado e imagenologia y bioelectrénica. La
RCA ha sido utilizado en la deteccion de uRNA, tanto in vitro como in situ [2].

La C2CA es una poderosa técnica que proveé de varias ventajas sobre otros
métodos de amplificacion, desafortunadamente la C2CA consiste de varios pasos
manuales que hacen muy dificil su integracion en plataformas microfluidicas.

7  Un iniciador es una cadena de acido nucleico que sirve como punto de partida para la sintesis del DNA.
es requerida para la replicacion del DNA debido a que las DNA-polimerasas -las enzimas que catalizan
este proceso- puden afladir nucledtidos a una cadena existente de DNA. La polimerasa comienza la
replicacion en el extremo 3' del iniciador y copia la cadena opuesta.
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Deteccion de Patégenos

Mezcla e incubacién de

DNA con MIX Sonda Mezcla con particulas

Mezcla de particulas con

— magnéticas —> Lavado de particulas —> T
(H‘zbridacpi%dnlc;:tigacién) Leaptdia) pIesmpTisas o
Mezcla de productos P - L Mezcla de particulas
Mezcla de monémeros Extraccién y eliminacién ! 9
de RCA con MIX - con MIX Ligacién y 2° RCA de particulas - con MIX Digestion

Deteccion (Monomerizacién)
Figura 4: Proceso de analisis de muestras biologicas para deteccion de patogenos en
pruebas de DNA.

Los métodos modernos en el diagndstico de enfermedades infecciosas deben
gran parte de su desarrollo al descubrimiento de la estructura del DNA, el
entendimiento de los mecanismos moleculares genéticos y el desarrollo de la
técnica PCR [5]. En la Figura 4 se indica el proceso bioldgico en la deteccidn del
patogeno de interés. Es este el proceso que se pretende integrar en el dispositivo
LOC que se intenta desarrollar.

Los examenes de acidos nucléicos NAT prometen diagndsticos mas rapidos,
sensitivos y especificos de enfermedades genéticas, hereditarias e infecciosas
[5]. El ensayo® invasor -por ejemplo- es un ensayo de estructura especifica, el cual
se ha usado en la deteccion de multiples genes, yRNA de varias células y DNA de
algunos virus, entre ellos el del papiloma humano [2].

El reconocimiento de patdgenos se logra regularmente analizando dos de sus
propiedades, el contenido genético (mediante pruebas con acidos nucléicos) o de
manera mas rapida pero menos precisa, por epitopos® especificos sobre la
membrana del patdégeno o las toxinas que produce mediante anticuerpos [6].

Uno de los mayores retos en varios esquemas de deteccion de biologica es el

8  Los ensayos bioldgicos (o bioensayos) son pruebas empleadas en la determinacion de actividad biologica
de distintas sustancias (como hormonas y drogas) y/o su impacto en organismos vivos, igualmente son
usados en la medicidon de concentraciones de constituyentes particulares en una mezcla que
potencialmente pueden afectar organismos o el medio ambiente. Tales pruebas pueden realizarse en
organismos vivos (in vivo) o en tejidos o células (in vitro).

9 la zona de un antigeno a la cual un anticuerpo se alcla por si mismo.
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etiquetado (en el que se emplean marcadores fluorescentes, enzimas, especies
radioactivas o puntos cuanticos) debido al consumo de tiempo que requiere,
evitando obtener informacidon en tiempo real. Adicionalmente algunas etiquetas
interfieren con la actividad bioldgica de las especies etiquetadas, por lo que la
informacion obtenida a menudo no es veridica, por lo que el diagndstico puede ser
erroneo. Por ello es deseable desarrollar sistemas de deteccion libres de
etiquetado pero que mantengan o de ser posible, superen la sensitividad de las
técnicas que emplean etiquetacion [7,15].

Biosensores

Actualmente existen biosensores (electroquimicos, O6pticos, mecanicos vy
piezoeléctricos) para deteccién de secuencias de DNA libres de etiquetado [7].
Los acidos nucleicos son estables y pueden reconocer un amplio rango de blancos
con alta selectividad, especificidad y afinidad [20]. Tecnologias como la
electroquimica, los biosensores y la microfluidica son propuestos para lograr una
aplicacion real de sistemas POC. Recientemente, Rackus [21] ha propuesto que
las oportunidades son abundantes para métodos relacionados en sensado y
monitoreo ambiental, asi como en agricultura y los sectores veterinarios.

Los principios de deteccion para los biosensores se pueden clasificar dependiendo
del principio fisico de transduccion, entre los mas comunes se encuentran los
Opticos, mecanicos y electroquimicos [22]. De particular interés resulta el grafeno,
que puede hacer uso de esos tres tipos de mecanismos para lograr la deteccion
de biomoléculas. Debido a sus propiedades unicas (cristalograficas, fisicas,
quimicas, electrénicas y mecanicas) el grafeno y sus derivados han sido
considerados como importantes piezas para la exploracion y fabricacion de
nano/biointerfaces [20].

Algunos retos a superar son la reproducibilidad en el procesado del grafeno, la
preparacion de grafeno funcional con superficies tratadas, el control de la
morfologia y la integracién con altos rendimientos de biomoléculas al grafeno. A la
par de éstas, deben ser cubiertas las carencias en conocimientos respecto a la
metodologia de interaccion de los acidos nucleicos en las interfaces de grafeno y
de los efectos bioldgicos resultantes de exposicién a largo plazo para diferentes
células, tejidos, y érganos [20].
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Microflujos en Manipulacién de Analitos

Una tendencia tecnoldogica que ha tenido éxito en los ultimos tiempos es la
integracion de pruebas o procesos realizados de manera autonoma. En este
ambiente es que surge el concepto de los dispositivos LOC. A manera de una
definicion para tales dispositivos, podemos decir que son elementos tecnoldgicos
disefiados con la finalidad de realizar de manera secuencial y autbnoma un grupo
de funciones que en conjunto permite obtener el resultado de un analisis, con las
ventajas de emplear una cantidad limitada de recursos (del orden de mililitros a
picolitros tanto en reactivos como en muestra), una alta eficiencia en el proceso de
analisis y una configuracion compacta de tal dispositivo [1,23].

La yF basada en gotas se considera una configuraciéon adecuada para los POC,
ya que elimina la necesidad de valvulas y bombas ya que manipula gotas
individuales como bioreactores. Algunos bioensayos ya realizados en este tipo de
dispositivos son el PCR y la hibridacién de DNA. Otros disefios de dispositivos
microfluidicos hacen uso de rendijas producidas por microelevaciones para facilitar
el desdoblamiento de particulas superparamagnéticas en las gotas. Esta
configuracion particular ha sido empleada en la deteccion de biomarcadores de
cancer de ovarios [6].

La incorporacién de la PCR con la microfluidica puede llevar a tiempos mas cortos
en la reaccion debido a su alta rapidez de transferencia calorifica. Actualmente se
han desarrollado dispositivos multicanal con control independiente de temperatura
para realizar analisis genéticos en paralelo mediante electroforesis™.

Las pFP proveen las ventajas del uso minimizado de reactivos y tejidos,
velocidades de reaccibn mayores que derivan en un tiempo reducido de
experimentacion, la rapidez en la tranferencia de masa, capacidad de manipular
de forma precisa volumenes muy pequefos de reactivos y posibilidad de modificar
propiedades extensivas debido a la gran proporcién de la superficie respecto al
volumen (S/V), alto rendimiento, la capacidad de integracion para usos multitarea
y una alta selectividad a algunos tipos de caracteristicas subcelulares. Estas
caracteristicas permiten usar los uFP para posicionar cumulos de células al interior
de un tejido, asi como para etiquetar subpoblaciones de células, lo que permite
analizar su dinamica con una resolucion de unas pocas décimas de segundo
[6,1,24].

10 Las particulas expresan actividad dielectroforética en presencia de campos eléctricos. La fuerza inducida
por los campos no uniformes en las particulas polarizadas depende de varios factores, entre ellos las
propiedades eléctricas de las particulas, la forma y el tamafio [6].
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Una manera simple de entender la relevancia tecnoldgica de la técnica de yF es a
través de una analogia con el campo de la electrénica. Con la aparicion de los IC
se alcanzd una revolucion tecnologica que hizo crecer a pasos agigantados el
desarrollo automatizado de la computacién y con ello las formas de vida actuales.
En la actualidad los mecanismos de automatizacion de procesos quimicos y
biologicos se han dado mediante complejos dispositivos y estaciones de trabajo
que resultan costosos en recursos materiales, humanos y en el uso de espacios
acondicionados para los mismos. Bajo esta analogia, la yF viene a ocupar el lugar
del transistor debido a que este campo esta dedicado a la miniaturizacion de
sistemas fluidicos asi como a su manipulacion.

Dispositivos DMF

Una tecnologia surgida recientemente es la conocida como DMF, la cual permite la
manipulacion de muestras en el rango de nL a uL a través de la aplicacion de
potenciales eléctricos sobre un arreglo de electrodos recubiertos con aislantes
hidrofébicos [1]. A diferencia de los dispositivos uF tradicionales, en los DMF no
hay necesidad de redes complejas de microcanales ya que permiten reubicar
discretamente las gotas sobre el sustrato, mediante el EWOD en planos
bidimensionales [6]. La versatilidad de los DMF es tal, que permite la integracion
de varios transductores como SPR imaging, FET, y espectroscopia UV/Vis [6].

El campo de aplicacion de los DMF es amplio, abarcando la fisica, quimica,
ciencias de materiales, biologia molecular y medicina entre los mas importantes.
En el campo de la biolégia molecular, se han implementado en la manipulacion vy
caracterizacion de muestras de DNA [1]. Estudios en esta direccion
implementando la técnica PCR han reportado sefiales de flourescencia del DNA
amplificado en el chip similares a las obtenidas en un analisis tipico en bulto, con
la ventaja de una reduccion del 50% y 70% en el tiempo del analisis y en el
consumo de la muestra, respecivamente. En otras aplicaciones, se han
desarrollado los microreactores potenciados por DMF para cultivos automatizados
en analisis de microrganismos. Se han reportado también dispositivos DMF con
transistores de efecto de campo (FET) para deteccion y seguimiento del trazado
en tiempo real de biomoléculas. Asi también, ventajas provenientes de los DMF,
son sistemas integrados que permiten analisis de espectrometria de masas en
biomoléculas pequenas mas rapidos, directos y altamente sensitivos.

Dispositivos DMF ya han sido disefiados en aplicaciones POC debido a su
versatilidad y bajo costo de fabricacién, beneficiandose de inmunoensayos
basados en perlas magnéticas. Ademas han sido usados para realizar cultivos
celulares, hibridacién de DNA y PCR [6]. El recubrimiento de particulas magéticas
con células especificas a sido empleado en dispositivos microfluidicos para la
seleccion de subpoblaciones celulares mediante la aplicacion de campos
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magneéticos externos [4].
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Figura 5: Algunos tipos de dispositivos DMF (Imdgenes publicadas en [1]).

EWOD es una técnica comunmente usada en dispositivos LOC, sus mayores
avances han ocurrido en afos recientes y se ha vuelto la herramienta mas versatil
para operaciones en DMF [25,26,27,28], las operaciones de manipulacion de la
gota incluyen generacion, movimiento, mezclado, divisién y uniéon. Se entiende
actualmente que la forma de la gota esta determinada por el balance entre las
fuerzas capilares y tensiones eléctricas y que ese balance resulta en un aparente
angulo de contacto macroscopico que concuerda con la aproximacion
termodinamica clasica. La caracteristica principal que ha convertido al
electromojado en la herramienta mas recurrida en la manipulacion de muestras en
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dispositivos LOC basados en DMF es su capacidad de accionamiento (en el orden
de ms) y los cambios reversibles de angulos de contacto superiores a 90°.

Fisica del mojado

La tension superficial se puede entender como la energia necesaria para formar
una superficie. Esto se explica a través del transporte de moléculas en el bulto de
un liquido hacia la superficie. Dado que en esta accién se deben romper los
enlaces por puentes de hidrégeno propios de los liquidos y no son reemplazados,
se tiene que perder energia del sistema para formar la superficie. Dicho de otra
manera, las moléculas al interior de una fase condensada tienden a experimentar
interacciones atractivas hacia las moléculas de la misma fase debido a que en la
fase gaseosa la cantidad de moléculas es reducida y por tal, esa interaccion no
existe o es despreciable, en consecuencia se puede ver a la tension superficial
como la energia necesaria para llevar a una molécula desde el interior de la fase
condensada hacia los limites en la interface de los medios.

De manera mas formal, se describe a la tension superficial como la tendencia de
una interface a minimizar su area, esta propiedad es caracteristica de interfaces
entre distintos materiales y esta definida como la energia libre de Gibbs G por
unidad de area S bajo una presion p y temperatura T dadas.

(1)

_[oG
04

p.T

Este fendmeno es el que origina una anisotropia energética en ambas fases. Una
concecuencia de la anisotropia propia de la interface, es la discontinuidad en la
presion hidrostatica en la misma superficie. Este salto es modelado por la ley de
Young-Laplace:

I 1
_+_

AP=vy R

2)

siendo R+ y R: los radios de curvatura de la interface.

Usualmente en electromojado se emplean gotas de soluciones conductoras sobre
sustratoas sélidos embebidos en medios gaseosos.

El dangulo de contacto By es una caracteristica de la linea de contacto de los 3
medios o TCL, definido como el angulo formado por las interfaces solido-liquido y
liquido-gas, su magnitud esta determinado por la tensién superficial de ambas
interfaces unicamente, una tensién superficial es asociada a cada interface de
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medios inmisibles, estableciendo un angulo de contacto 6y en el equilibrio.

_ySG_YSL (3)

Figura 6: Anisotropia en las interfaces, la cual genera la tension superficial.

Viendo a esta situacion en detalle, es notorio que hay 3 interfaces actuando sobre
la linea de contacto con el sélido (el perimetro del menisco). Debemos hablar
entonces sobre un equilibrio entre las fuerzas de tension superficial sobre las
interfaces liquido-solido (y.s), liquido-gas (y.e) Y gas-solido (yas).

Electromojado

En la derivaciéon de la ecuacion (3) se hacen solamente consideraciones
termodinamicas en el equilibrio, no obstante para poder entender el fenbmeno de
EWOD es necesario afadir la contribucién eléctrica (E=aV?) al sistema,
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correspondiente al potencial V suministrado en el sustrato:

0=Ysc—Ysz—Ys.cos0+a v 4)

La configuracion de tipo capacitor en las terminales simplifica la estimacién de tal
contribucién E=aV? dado que en este caso la energia almacenada por el capacitor
es conocida, siendo de tal forma que

%

0y =cosOy+———,
cos 0, =cos0, 2dye (5)

siendo ¢ la constante dieléctrica del medio que separa las terminales (es decir, la
pelicula dieléctrica) y D la separacion entre las terminales (a saber, el grosor de la
pelicula diléctrica).

Debido a que exceder un potencial critico del orden de 1 V produce reacciones
electroquimicas en la interface sdlido-liquido, la técnica de electromojado a
evolucionado al EWOD a través de un recubrimiento dieléctrico sobre las
terminales, lo cual tiene ventajas adicionales:

-

No hay reacciones electroquimicas indeseadas al aumentar el potencial.

2. Hay una reduccién de rugosidades y contaminaciones sobre el sustrado
debido al recubrimiento dieléctrico, ya que regularmente es no adsorbente.

3. Mejor control en el cambio Ays,.

4. En EWOD es factible lograr cambios a Ay.s=40° aplicando potenciales de

15 V.

Por su parte existen inconvenientes como

1. Menores capacitancias requieren mayores potenciales para obtener
angulos dados.

2. En caso de trabajar con biomoléculas, estas se unen de manera
inespecifica en las superficies hidrofdbicas.

Una observacion comun es que el angulo de contacto aumenta de acuerdo a
hasta cierto voltaje critico V. en el cual el EWOD satura, no obstante el mecanismo
de saturacion sigue siendo desconocido en general. Recientemente se ha
demostrado que una superficie superhidrofobica nanoestructurada satura a 22 V.
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Figura 7: Efecto de la actuacion de campos eléctricos sobre el analito.

Microsistemas de Analisis Totales

Recientes avances en el campo de la microfluidica proyectan a los sistemas
integrados LOC, también referidos como micro andlisis totales (uTAS) [11], como
los futuros dispositivos para el diagnéstico de enfermedades y la deteccidon de
acidos nucleicos, los cuales se pueden llevar a cabo en un tiempo reducido y con
capacidad de multiplexacion’. Solo unos pocos sistemas poc completos han sido
logrados en tiempos recientes. Esta escasez se debe segun Kim [31], al pobre
desempeio en preparacion de muestras.

En estos dispositivos implementados para la amplificacion de acidos nucleicos, se
prealmacenan reactivos, enzimas e iniciadores, permitiendo la deteccion-
diagnéstico multiplexado [11]. Una interesante alternativa en el campo de los
analisis miniaturizados fue reportado por Lutz [32], usando rpa combinada con
cartuchos de centrifugas microfluidicas, que incluyen reactivos secos precargados
(liofilizados), y un equipo disponible comercialmente que incuba a 37°C y detecta
por fluorescencia en tiempo real, para el analisis completamente automatizado de
acidos nucleicos en un sistema LOF.

La PCR es el estandar de oro en el diagnostico molecular y ha llamado la atencién
para tratar de implementarse en los sistemas de analisis miniaturizados, aunque
también existen otras alternativas. Las reacciones de amplificacién isotérmicas

11 Se espera que los sistemas microfluidicos desarrollados para diagnéstico molecular que usan NAT se
vuelvan una herramienta central en diagndstico clinico, tan pronto como los métodos de amplificacion de
acidos nucleicos sean mejorados [29,30].
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son prometedoras alternativas a la PCR, adicionalmente, los métodos de
amplificacion isotérmica presentan mas opciones para el disefio de microsistemas
de analisis de acidos nucleicos ya que existen numerosos métodos y Kkits
comerciales actualmente disponibles para deteccion de patégenos(RCA, HDA,
LAMP, NASBA, ICANs, SDA, Y EXPAR [11]).

Un hecho importante que no debe ser desestimado es la proporcionalidad entre el
consumo de energia de los dispositivos y la temperatura de operaciéon de los
métodos de amplificacion isotérmica, especialmente en disefios con recursos
limitados [11].

Amplificacién de DNA y uTAS en Dispositivos POC

La NAT juega un papel esencial en el diagnostico molecular. La mayoria de las
investigaciones y protocolos clinicos tratan con analisis manuales de muestras
individuales por técnicos capacitados, lo cual es un proceso tedioso y demandante
de tiempo [29].

La complejidad en el diagndstico molecular es un reto a vencer. Esta surge de la
frecuente incompatibilidad entre varios pasos del proceso: la lisis celular, la
extraccién de acidos nucleicos y el analisis de componentes de la muestra [5,31].
Avances en las tecnologias que hagan posible la integracidon completa de estas
etapas permitira que las pruebas de acidos nucleicos despunten como un estandar
en clinicas y laboratorios. Una gran cantidad de trabajo se ha realizado para evitar
dificultades y hacer posible los sistemas integrables como un dispositivo LOC.
Como resultado de estos esfuerzos, unos pocos sistemas que combinan lisis y
extraccidén han sido desarrollados y luego vinculados a los resultados de un
microsistema de analisis [31].

Kim [31] ha discutido y evaluado extensivamente una variedad de métodos
microfluidicos de preparacion de muestras. Su reporte categoriza los mecanismos
de lisis (fisicos o quimicos), algunos microsistemas de lisis celular y realiza una
clasisficacion de técnicas de purificacion de acidos nucleicos conforme al
mecanismo de union de éstos al sustrato (afinidad a superficies de silice,
interaccion electrostatica, microparticulas funcionalizadas vy filtracion de
membranas nanoporosas). Las técnicas de lisis celular en microfluidica y la
purificacion de acidos nucleicos son comparadas de acuerdo a la facilidad de
microfabricacion e integracion, asi como la flexibilidad de la muestra.
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Proceso Disenado

En general el disefio de un dispositivo con las caracteristicas deseadas no es tan
simple debido a que no cabe en un solo campo de conocimiento, por lo que es
necesaria la interacciéon entre expertos en distintas areas para llevarlo a cabo.
Antes de empezar con la realizacién de un proyecto es conveniente realizar un
disefio apropiado del mismo, asi como la planeacion del desarrollo experimental.

Las preguntas fundamentales previo a comenzar a resolver un problema son
Jporque?, ;,como? y ¢que?. La primera de éstas preguntas encuentra su
respuesta justificandose en los puntos expuestos en las seccién introductoria.
Pasando este punto, las cuestiones del "como" y el "que" seran abordadas
adecuadamente en ésta seccion.

Bajo un esquema global, se ha pretendido disenar el proceso completo a mediano
y largo plazo de éste proyecto, siempre manteniendo en contacto las vertientes
esenciales del conocimiento en la ciencia moderna: Teoria, Experimentacion y
Simulacion. En la Figura 8 se muestra tal integracion.

En primer lugar es conveniente entender que conocimientos son necesarios
respecto a cada una de las areas del saber implicadas en el proyecto para luego
poder separar bloques de trabajo haciendo especial énfasis en la parte del
proyecto que cada uno de los implicados pueda aportar.

Al desarrollar este trabajo de tésis lo que se tiene en mente es montar una serie
de tecnologias, integrandolas de tal manera que permitan el objetivo principal del
proyecto: crear un dispositivo que de manera autbnoma sea capaz de realizar
analisis de deteccion de patégenos en muestras bioldgicas. Para realizar este fin
se ha partido de la observacion de que hay que conocer la fisica del proceso
implicado (EWOD), asi como de las propiedades de los materiales ha utilizarse,
siempre manteniendo la condicion de biocompatibilidad con el proceso. Ademas
de ello hay que poseer conocimiento respecto a la manipulacon de tales
materiales para su procesamiento y posterior automatizacion. Es de remarcar que
el montaje de un prototipo es tan solo la primera parte del proyecto, ya que
aunque funcional, debe cumplir ciertas caracteristicas para su implementacion y
produccion en cantidades significativas. Con esto en mente, es que se procede a
la optimizacion del proceso a través de multiples técnicas como la simulacion
computacional o la refinacion experimental para obtener retroalimentacion y
proponer mejoras del dispositivo.
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Figura 8: Aplicacion de Conocimientos en el Desarrollo del Biosensor: Los
conocimientos necesarios para realizar el diserio del Biosensor deseado son
muy bastos por lo que es necesario un enfoque multidisciplinario.

Se entiende que a corto plazo el proceso de creacion requiere especificamente
entender el proceso de manipulacion del analito, es decir, controlar el fendmeno
EWOD para poder realizar el desplazamiento del analito sobre el sustrato elegido
a la par de tener cuidado en los materiales a utilizar y determinar su
biocompatibilidad. En esta primera etapa se deben decidir los mecanismos de
fabricacion con los cuales se pretende generar las estructuras que permitan la
tarea planteada.

A mediano plazo sera necesario entender los mecanismos de transduccién del
DNA en un sensor particular para determinar si dicho sensor es especifico al
proceso que se esta siguiendo, para ello sera necesario valerse de las
herramientas de la electroquimica al describir el tipo de interaccion del DNA con el
sensor empleado y haciendo uso del conocimiento de las propiedades fiscas del
mismo DNA. En la adquisicion de estos datos sera necesario el empleo de
adquisicion y procesamiento de sefales. En esta misma etapa se debera dar paso
al control automatizado del proceso para lograr su optimizacién.

Finalmente -en los objetivos a largo plazo-, se considera el mejoramiento del
prototipo mediante la integracién de la etapa de control térmico para el proceso de
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desnaturalizaciéon del DNA y los pasos del proceso que precisan encubacion. Asi
mismo, en esta etapa final con los datos recopilados durante todo el proceso se
puede pretende efectuar un modelado tedrico a través de  simulaciones
computacionales mediante el método de elemento finito para realizar una
retroalimentacion y optimizacion final del prototipo.

Enfoque del disero

Dadas las caracteristicas propias del dispositivo que se trata de implementar, es
apropiado el uso de la metodologia Top-Down para el diseiio del mismo. Tal
metodologia se caracteriza ya que el disefio comienza especificando el estado
global del sistema y asumiendo que cada componente corresponde a un estado
particular del mismo. Luego de ello, se obtiene la solucion a través del reemplazo
del conocimiento global por las conexiones de las componentes y su posterior
refinamiento [33]. Dicho de manera mas simplista, para proponer una solucién top-
down al problema planteado es necesario analizar primero desde una perspectiva
general y funcional el problema mismo.

Retomando la hipétesis de trabajo:

"Disefiar un Chip de microfluidez como biosensor para el diagnostico del virus de
papiloma humano de alto riesgo y dar los primeros pasos en su construccion”

es posible reconocer componentes esenciales en el proceso de desarrollo del
dispositivo planteado. Funcionalmente se distinguen tres etapas esenciales:
procesamiento de analitos para su evaluacion, mecanismo de manipulaciéon de los
analitos y reactivos, y finalmente, mecanismo de transduccion en el analisis. Tales
componentes se esquematizan en la Figura 9.

Disefiar Biochip

s ~
g I g
s
- | ~
-~ ™~
s
-, | ~
7 ™~
i G r— "
)4 NURY
=
: : Proceso no-bioldgico o =
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Figura 9: Niveles de desarrollo en la fabricacion del dispositivo
biosensorautonomo con escalamiento del analisis.
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Las etapas principales a considerar en este trabajo son las dos primeras
solamente, con especial énfasis en la segunda de ellas debido al perfil,
limitaciones y enfoque del proyecto.

Caracteristicas del proceso
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Figura 10: Mecanismo de andlisis de patogenos con amplificacion RCA.

En primer lugar es necesario entender el procesamiento del analisis del analito, el
cual se ilustra en la Figura 10. En ésta, se esquematiza la evoluciéon térmica del
analito a través del tiempo y la incorporacién de los reactivos propios del analisis.
Este es el proceso biologico realizado de manera convencional en la deteccion
del patdgeno de interés, y es este el proceso que se pretende integrar en el
dispositivo LOC que se intenta desarrollar.

La técnica a implementar de manera autonoma, que acapara la atencion de este
trabajo es la DMF -como se menciond previamente en la introduccion-, gracias a
las bondades ya descritas. Caracteristicas a considerar en el disefio de
dispositivos microfluidicos para explotar su potencial manteniendo simplicidad de
operacion (para cualquier usuario), son la implementacion de microcanales en
paralelo, microbombas embebidas, discretizacién del flujo mediante gotas
controlables [6].
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Debido a que la integrabilidad de dispositivos microfluidicos para amplificacién de
DNA en chips de varias muestras biologicas ha ganado extensiva atencion sobre
las décadas pasadas [22,34] es tan importante la alta sensibilidad en el disefio de
bioensayos asi como mantener adecuados varios factores, tales como el costo, el
tiempo, la complejidad, el rango dinamico y la reproducibilidad.

El conjunto de fenémenos fisicos (tanto electrodinamicos como termodinamicos y
mecanicos) que son observables y afectan el desempefio del prototipo propuesto
deben ser controlados de la manera mas optima posible, por lo que se plantea una
composicién multicapa con diversos materiales para lograr un mejor resultado, la
Figura 11 presenta tal composicion.

Las capas necesarias para lograr el EWOD son: circuito eléctrico, pelicula
conductora, y las peliculas dieléctricas, las cuales describen una configuraciéon
cerrada del dispositivo. Al respecto de la configuracion cerrada se debe mencionar
que ha sido elejida dado que en ella la perdida de analito es reducida dado que el
entorno es controlado y no se facilita la perdida por evaporacion. La realizacién de
canales -atipica en dispositivos DMF, también favorece el control del volumen del
analito y su reduccion en la evaporacion, mientras que restringe la posible salida
del analito de la pista de terminales que lo guian en el proceso.

4"‘" Pelicula

Dieléctrica

Pelicula
Dieléctrica

Figura 11: Esquematizacion de los componentes de manufactura necesarias
en la creacion del chip.
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El uso de las capas dieléctricas es -como se explico previamente- para evitar
reacciones redox entre los componentes de la solucion electroconductora y el
sustrato metalico, la seleccion de estas capas es critica para observar el efecto
del campo eléctrico sobre el analito. Una de las complicaciones de utilizar un
recubrimiento inadecuado es entendible a partir de la ecuacién (5) si se toma en
cuenta los resultados que demuestran que existe un angulo de saturacion
posterior al cual no es posible seguir modificando Bew por mas que se aumente el
potencial en el sustrato. Esto significa que una superficie hidrofébica evidenciara
mas el efecto EWOD puesto que A8 = Bew- 6y aumentara.

Las caracteristicas particulares que se pretenden integrar en el dispositivo son:

* El dispositivo sera capaz controlar un volumen de pL del analito.

* Deben poderse realizar las operaciones de transporte, mezcla y divisién de
gotas dentro del uTAS.

* Debe ser capaz de controlar localmente las elevaciones de temperatura
requeridas por el proceso de amplificacion de DNA.

En el desarrollo del analisis de deteccién se realiza la anadidura especifica de
ciertas proporciones de reactivos, la cual es importante mantener. De esta
observaciéon se puede concluir que el proceso es escalable en tanto se cuente con
mecanismos de medicién calibrados de manera adecuada.

El dispositivo de medicién fundamentalmente empleado en el laboratorio es la
micropipeta, la cual tiene una sensitividad de uL. En base a esta limitacién es que
se puede determinar que el volumen actualmente empleado en el analisis puede
reducirse a la mitad.

Todas las consideraciones previas han contribuido a plantear un disefio funcional
del dispositivo como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12: Esquematizacion del método propuesto para realizar el analisis en el chip
propuesto.

Trabajo Experimental

Dado que es una fase de abordaje y adquisicion del conocimiento, se considera
que es necesario realizar pasos controlados con la menor cantidad de variables
involucrados. Por esta razon es que a pesar de pretender un sistema LOC
cerrado, se ha decidido simplificar el sistema empezando la experimentaciéon con
un circuito gF abierto en una primera aproximacion para luego intentar controlar la
configuraciéon cerrada. Se sabe que la configuracion abierta permite usar un
potencial menor en el sustrato para manipular la gota de solucion
electroconductora.

En el desarrollo de este trabajo se ha recurrido a distintos materiales y
configuraciones con el afan de encontrar los mas Optimos para controlar el
fendmeno del electromojado. Las componentes evidentes a utilizar en el
experimento segun la teoria del electromojado son un sustrato conductor, un
liquido electroconductor, una fuente de alimentacion y un recubrimiento
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electroaislante.

Sustrato

La elaboracién del sustrato se ha realizado mediante dos métodos: impresion con
tinta electroconductora y trazado sobre una placa fendlica para PCB.

La impresidon con tinta electroconductora tiene el problema de que es necesaria
una deposicion de forma muy precisa la cual no es alcanzable mediante los
meétodos disponibles. Por contraparte, la realizacién de PCB es simple dado que el
proceso de fabricacidon solo requiere el disefio en un software que genere
imagenes vectorizadas para su posterior maquinado en un equipo CNC, este
proceso es de mayor simplicidad dado que las placas fendlicas son fabricadas con
una pelicula de 35 ym de grosor. El uso de una placa fendlica también es
conveniente dado que es un sustrato rigido, lo cual facilitara el control del volumen
del analito al interior del chip cuando se logre controlar la configuracion cerrada.

Recubrimiento

El recubrimiento de la placa fendlica obedece a dos propésitos simultaneamente,
el primero es proveer de un mecanismo de electroaislamiento entre el sustrato y la
solucién electroconductora, a la vez que debe propiciar las condiciones de tension
superficial adecuadas para el experimento, es por eso que el recubrimiento se
realiza en dos etapas de una manera compuesta.

Los materiales empleados para este fin fueron varios, para lograr el
electroaislamiento se emplearon diversas peliculas de HDPE, PE, PTFE, latex y
PMMA; para aumentar la hidrofobicidad se recubridé con aceite de oliva, aceite de
coco, silika, aceite Baby magic Mennen®©, lubricante de base agua, grasa de
silicon y repelente de agua Rain-X©.

En la literatura se reporta el uso de distintos aceites comestibles para aumentar el
angulo de contacto entre el analito y el sustrato, algunos de ellos fueron
analizados confirmando tal condicidon, no obstante el aumento del angulo fue
opacado por la reduccién en la movilidad del analito. A manera de prueba de
concepto se realizd anaisis mediante un plano inclinado para determinar la
movilidad del analito soportado sobre el sustrado tratado con Rain-X© y el mismo
sustrato tratado con aceite mineral. Los resultados de tal prueba mostraron un
angulo de desprendimiento 6=48° y 6=58.4° respectivamente.

A pesar de obtener buenos resultados con el aumento del angulo de contacto a
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través de algunos tipos de aceite, este método debe evitarse debido a que la
movilidad del analito se ve mermada, a la par que no se puede garantizar
reproducibilidad por las variaciones en la composicion entre distintos lotes de la
produccion de los mencionados aceites. La hidrofobicidad lograda mediante el
tratamiento del sustrato con el repelente ha resultado suficiente para observar el
fendmeno de electromojado, sin embargo aun es deseable optimizar la superficie
con un recubrimiento de mayor hidrofobicidad.

Solucién Electro-conductora

Las soluciones probadas fueron NaCl disuelta en agua, Cu.SO4-5H,0 y un liquido
idnico formado por acido acrilico y cloruro de etilamonio.

El uso de el acido acrilico resulta contraproducente ya que disuelve varios tipos de
polimeros, especificamente los probados en el recubrimiento electroaislante. Las
soluciones salinas resultaron mejor opcion, la solucidn empleada finalmente se
obtuvo mediante la solubilizacon de hidréxido de cobre pentahidratado
Cu,S0,-5H,0 disuelto en agua desionizada en una proporcion 3gr:10ml.

Prototipo

La dinamica de trabajo empleada para realizar el prototipo presentado partié de
determinar el campo eléctrico necesario para observar el fenédmeno de EWOD,
para lo cual se emplearon distintas fuentes de alimentacién en DC, variando en el
rango de 0-25kV, a partir de lo cual se establecié que un voltaje en torno a
V=2kV es apropiado para realizar el desplazamiento del analito considerando la
seleccion realizada de materiales. Este resultado dista en gran medida de los
presentados en la literatura donde se indican voltajes de actuacién V,
considerablemente menores.

El efecto de desplazamiento lateral logrado mediante EWOD fue observado en
una placa PCB recubierta con una pelicula de PMMA la cual fue tratado con el
repelente de agua para cristales Rain-X© en una placa ranurada mediante una
fresadora CNC con un potencial V,=1.8kV con un switcheo manual entre las
terminales.

Durante esta primera etapa algunas observaciones en la conmutacion de las
terminales activadas en el sustrato apuntaron a que el suministro de DC de forma
pulsada facilita el desplazamiento de la SEC, siendo asi, es que se procedid a
montar un circuito eléctrico para realizar la conmutacion de manera pulasada a
alta frecuencia. Para este fin se implemento el uso de un transistor tipo MOSFET
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de canal N en modo trabajo enhancement con matricula BSP89. Este transistor
fue elegido dado que como cualquier MOSFET permite una frecuencia de

conmutacion alta llegando a los MHz, pero adicionalmente es capaz de controlar
una alta potencia.

Figura 14: Sistema experimental montado.

Para conocer las capacidades del transitor y determinar la mejor forma de dar el
estimulo al analito se realizé una modulacién por ancho de pulso. En al Figura 15
se observan los resultados obtenidos para distintas relaciones Rox, los dos
canales mostrados son los correspondientes al pin Gate (G) y al pin Drain (D) del
transistor. Las mediciones se realizaron suministrando un potencial V.,=172V
mediante una fuente de ensamblaje propio y la adquisibn mediante un
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osciloscopio con una atenuacion 1x para G y 10x para la terminal D. Los
parametros variados en este barrido fueron la relacion Roq y la frecuencia del

pulso de DC.
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Figura 15: Respuesta a variaciones de frecuencia f y relacion Ry sobre el ancho del pulso
en el transistor.
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La relacion Ro se define como Ron=tsr/ton, Siendo tor la parte del periodo del pulso
en el cual se mantiene el estado l6gico bajo y t., la parte en que se mantiene el
estado logico alto. Dado que el mayor interés en este analisis es la observacién de
los pulsos de entrada y salida en los puertos mencionados del transistor, los
voltajes en todas las graficas fueron reducidos con el valor nominal de la fuente
en cada entrada (Vs=5V para G y Vp=172V para D) y apreciar la deformacion del
perfil del pulso en D.

Dado que para controlar el puerto G es necesaria la aplicaciéon de una diferencia
de potencial Vgs entre G y D, es entendible a partir del esquema eléctrico (Figura
13) que la compuerta D invierte el estado l6gico de G. Se puede observar también
el efecto de la frecuencia de conmutacion f. y de Ros. A medida que f. aumenta, el
flanco de subida sufre una deformacién cada vez mas notoria, deformacion que
impide que se alcance el voltaje suministrado en S cuando f.~10°Hz.

En la Figura 14 se puede apreciar el sistema experimental montado durante el
desarrollo de este trabajo. Este sistema consiste de un soporte para EWOD
conectado a un circuito eléctrico automatizado mediante una tarjeta Arduino UNO.
La adquisicion de imagenes fue realizada con una camara Sony Handycam®©
DCR-SX22 y el seguimiento de los pulsos fue realizado con un osciloscopio. El
suministro de energia se realizd0 mediante una fuente Leybold de 10kV vy
alternativamente con una fuente de fabricacién propia de 172V.

Al realizar el montaje experimental mostrado, no fue posible observar nuevamente
el EWOD ni el desplazamiento lateral. Esto se debe -probablemente- a las
limitaciones de ambas fuentes usadas. La fuente Leybold a pesar de alcanzar
adecuadamente el potencial necesario para observar el efecto esperado, no es
capaz de soportar la corriente de 1.=0.12A requerida por el circuito. Por el contrario
la segunda fuente puede soportar una corriente 1.=0.25A pero solo es capaz de
suministrar Vp,=172V.
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Figura 16: Fotogramas capturados durante la activacion alternada de las
terminales del chip de EWOD.

Refinamiento del diseino

Los resultados encontrados hasta este punto muestran el desplazamiento del
analito pero con el inconveniente de requerir un campo eléctrico demasiado alto.
Es sabido de la literatura que el efecto de un campo eléctrico puede producir la
desnaturalizacion del dsDNA, por lo que resulta conveniente una estimacién del
campo eléctrico E requerido para tal caso y modificar el disefio del chip en caso de
ser necesario.

Dado que el proceso de desnaturalizacion depende del método particular en el

que se esté realizando el analisis, es conveniente emplear los datos particulares
del analisis que se habra de implementear en nuestro dispositivo.
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En el caso analizado se logra la desnaturalizacion del analito de dsDNA mediante
la elevacion de temperatura hasta los 95°. Es razonable pensar que la energia
suministrada para realizar esta elevacion de temperatura es la minima necesaria
para comenzar el proceso de desnaturalizacion y por ende, es el limite maximo de
energia suministrable por el dispositivo para evitar afectar de manera indeseable
al analito. Dadas las condiciones del analisis es aceptable determinar tal
suministro de energia a través de las propiedades térmicas del agua, que es el
componente principal en la solucion.

La propiedad intrinseca que nos puede ser util en esta estimacion es la capacidad
calorifica volumétrica definida como

1 AU
C,=——
siendo AU la energia suministrada, el AT incremento en temperatura y V el
volumen de la solucion de analito.

La configuracion de tipo capacitor en las terminales del dispositivo determina que
la energia almacenada a la cual esta expuesto el dsDNA es

€A 2
U=—(AV
14 )
siendo A el area de la terminal, D el grosor de la pelicula electroconductora, AV el
voltaje aplicado en las terminales y € la capacidad dieléctrica del material de la
misma pelicula, siendo relacionada con la capacidad dieléctrica del vacio €
mediante &=¢/g,.

También es sabido que en la configuracién de capacitor, el campo eléctrico E
escala con el voltaje aplicado entre las placas del capacitor a través de la relacion
E=AV/d, lo cual es conveniente ya que AV es el parametro manipulado
directamente en la experimentacion.

Si se considera de las relaciones (6) y (7) que AU=U, se tiene que

2VC,AT [4
AV = 7V\/—. 8
(EAT [ ®

Dadas las constricciones impuestas en el disefio y en el proceso de
desnaturalizacion, se observa que los unicos parametros libres son propios de la
pelicula dieléctrica, por lo cual la eleccién del material y las dimensiones de la
misma son criticas para no afectar el analisis ha implementar.
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En la Figura 17 se muestran algunas estimaciones para distintos materiales
candidatos a usarse en el dispositivo. Valores caracteristicos de la permitividad
dieléctrica de distintos materiales comunes son tabulados en la Tabla 2.

Material Permitividad eléctrica ¢,
PTFE/Teflon 21
Polyethylene/XLPE 2.25
Polyimide 3.4
Polypropylene 2.2-2.36
Mica 3-6
Carbon disulfide 26
Electroactive polymers 2-12
Silicon dioxide 3.9
Silicon 11.68
Titanium dioxide 86-173
Strontium titanate 310
Barium strontium titanate 500
Barium titanate 1200-10,000 (20-120 °C)
Lead zirconate titanate 500-6000
Calcium copper titanate >250,000

Tabla 2: Permitividad eléctrica relativa de algunos materiales.
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Figura 17: Estimacion de los potenciales limite para evitar la
desnaturalizacion del dsDNA en el chip debido al campo eléctrico.

Bajo esta aproximacidén se aprecia que en el caso de los materiales poliméricos
-los cuales son potencialmente aplicables dada su relativa sencillez de
manipulacion- el voltaje requerido para desnaturalizar el dsDNA es muy alto, por lo
que no representan una limitante considerable para el disefio, no obstante existe
una posible limitacion que debe ser considerada en su momento, esta es la rigidez
dieléctrica del material.
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Material Rigidez dieléctrica (MV/m)
Helio 0.15
Aire 04-3.0

Alumina 13.4

Aceite de silicio, Aceite mineral 10-15

Benceno 16

Polietileno 18.9-21.7
Agua pura 30
Vacio 20-40
Teflon 60
Mica 20-70
SiO, > 1000
Parafina 13.9

Tabla 3: Rigidez dieléctrico de algunos materiales comunes.

La rigidez dieléctrica R=V/d se define como la relacién existente entre el potencial
sostenido entre las cargas y la distancia necesaria para que el material pierda su
rasgo de aislante y se convierta en un conductor. En la Tabla 3 se muestran
algunos valores de diversos materiales. Comparando el voltaje limitado por la
desnaturalizacion y por la rigidez dieléctrica, se puede determinar el valor do=AV/R
en el cual se separan las regiones en las cuales domina uno o el otro fenédmeno.
Realizando un calculo de 6rdenes de magnitud para determinar tal valor se
observa que do~1m, es decir, ambos efectos son equiparables cuando el grosor
de la capa dieléctrica es aproximadamente un metro, lo cual para efectos practicos
resulta irrelevante. De lo anterior se deduce que la principal limitante en la
seleccion del material es la rigidez dieléctrica del mismo.
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Conclusiones y Perspectivas

Conclusiones

Los experimentos llevados a cabo hasta ahora se han realizado mediante la
variacion de distintos parametros: voltajes aplicados, configuracidon de las
terminales en los sustratos, solucion idnica y recubrimientos hidrofébicos en la
interface solido-liquido.

En la literatura se ha abordado el fendmeno del EWOD también mediante la
actuacion de un voltaje en corriente alterna en la terminal, pero dadas las
limitaciones de espacio y las complejidades técnicas en el ensamble de un
dispositivo de este tipo (control transistorizado y multiples fuentes de corriente
alterna), se ha evitado su implementacion en el desarrollo de este que pretende
ser un sistema de analisis compacto y portatil. No obstante se ha dado la
aproximacion mediante pulsos de DC de manera controlada, como ya también se
ha reportado en la literatura.

Observaciones importantes a considerar en el desarrollo experimental de este tipo
de dispositivos son las siguientes:

* El uso de soluciones i6nicas a base de acido acrilico son inconvenientes
debido a que este es un disolvente de varios polimeros, como el HDPE.

* A partir de la ecuacion del electromojado (5) se puede apreciar que al
analizar la variacion del angulo 6 como funcion del voltaje V es conveniente
elegir un recubrimiento tal que en condiciones de V=0, 8=180° es decir, que
la superficie debe ser altamente hidrofébica para que sea mas apreciable la
variacion al encender el campo en el sustrato. Esta observacion implica que
Ys>>1-

* A menor distancia entre la terminal y la gota, sera mayor la cantidad de
lineas de campo atravesando a esta ultima por lo que el efecto del campo
eléctrico sobre ésta sera mas evidente. Es decir, una reduccion en el
grosor del recubrimiento facilitara el control del fenémeno de electromojado,
necesitandose un menor voltaje de actuacion.

* Debido al grosor de los recubrimientos disponibles (PMMA, HDPE, PTFE,
PE, PP) para realizar las pruebas o a la incapacidad de controlarla, resulta
conveniente buscar nuevas alternativas, ya que los campos eléctricos
requeridos para observar el fenomeno de EWOD son sumamente altos y
de especial inconveniencia en la fase de control automatizado del proceso.

* Los métodos de recubrimiento electroaislante empleados no son aun los
mas optimizados ya que no se cuenta con los mecanismos apropiados para
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obtener de manera estandarizada el grosor adecuado del mismo
recubrimiento.

* La hidrofobicidad lograda mediante el tratamiento del sustrato con el
repelente ha resultado suficiente para observar el fenémeno de
electromojado, sin embargo aun es deseable optimizar la superficie con un
recubrimiento de mayor hidrofobicidad. Para lograr un mejor resultado, en
base a la literatura en reologia se sugiere utilizar recubrimientos con
ciclopentasiloxano o triclorosilano.

El no tener una superficie del sustrato tratada adecuadamente, complica de
manera considerable el controlar el EWOD, dado que si el sustrato no es
suficientemente hidrofdbico a pesar de lograr el efecto de mojado, la gota no es
capaz de desplazarse sobre la superficie. Adicionalmente si la pelicula que
recubre el sustrato es demasiado gruesa, el potencial requerido para observar tal
efecto es considerablemente alto, lo cual es un problema en la automatizacion
electrénica del proceso, ya que dadas las dimensiones propias del circuito, se
facilita la generacion de arcos eléctricos entre las pistas o componentes del mismo
circuito. Esta situacion se puede evitar mediante la inmersion del sistema eléctrico
en un medio electroaislante, pero entonces la manipulacion del dispositivo se
complica y a pesar de ser portatil ya no es un dispositivo tan amigable para
usuarios inexpertos.

Los métodos de fabricacion empleados resultan de utilidad pero podria mejorarse.
En la literatura [35] se encuentran diversos casos reportados en los que se
consiguen recubrimientos con grosores en el rango de 200-700 nm, no obstante
dichos métodos no son tan simples de llevar a cabo y son comparablemente
costosos. A pesar de las carencias de nuestro método, el objetivo de maquinar
dispositivos de bajo coste y facil portabilidad es alcanzable.

Es de hacerse notar que el camino de experimentacion llevado a cabo hasta el
momento a ayudado al planteamiento de un proceso -o flujo de trabajo- en la
fabricacion del dispositivo uTAS en vias de estandarizacion:

-_

Disenfar el circuito eléctrico mediante alguna técnicas de PCB.

2. Disefiar el area de trabajo del analisis mediante técnica de serigrafia
(impresién por apantallamiento o transfer en su defecto).

3. Realizar el recubrimiento del area de trabajo mediante CVD de las peliculas

electroaislante e hidrofébica.

Durante la realizacién de este trabajo ocurrieron observaciones inesperadas pero
que se podrian explicar mediante la teoria electromagnética con no mucha
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complicacion. En particular, en el desarrollo de los experimentos se pudo apreciar
el efecto de realizar el EWOD sobre una solucion idnica en dos casos particulares:
con carga neta Q=0 y Q#0. La sencillez de manipulaciéon de la gota aumenta en
tanto la carga neta se aleja del equilibrio electrostatico. Esto probablemente se
debe a la configuracion empleada donde las terminales en el sustrato son puestas
a V,=1800V mientras a la gota ionizada de manera positiva, simultaneamente se le
acercaba la terminal negativa de alimentacién, creandose un efecto analogo al de
las mesas de Hockey con aire, i.e., el sustrato repele a la gota por lo que la friccion
se reduce en el contacto de la gota con el sustrato, de manera que el disipamiento
de velocidad ocacionado por éste, se reduce drasticamente.

Perspectivas

La cantidad de trabajo a realizar como consecuencia de esta primera etapa de
desarrollo del dispositivo es grande. Los problemas técnicos encontrados en cada
paso del desarrollo merecen cada uno de una profundizacion en el entendimiento
de ellos. Debe aun de perfeccionarse un método estandarizado de deposicion de
peliculas electroaislantes e hidrofébicas. De especial interés resulta el entender el
efecto de la carga neta del analito en el proceso de EWOD.

Una etapa que no se experimento en este trabajo pero esta considerado en la
parte de disefio del mismo es la integracién de un sistema embebido en el chip
que permita elevar y controlar la temperatura de la muestra de manera localizada.
Por ésto, esa seria una nueva fase obligada en la continuacién del dispositivo que
se pretende alcanzar.

Una vez demostrada la utilidad del dispositivo, podria extenderse su uso para

diagnosticar multiples condiciones genéticas e infecciones o contaminaciones,
generadas por microorganismos de interés médico, agropecuario y/o ambiental.
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Acronimos

ASSURED Affordable Sensitive Specific User-Friendly Rapid Equipment-
Delivered (Suministro de Equipo Amigable alUsuario, Asequible, Sensitivo vy
Especifico)

CNC Computer Numerical Control (Control numéricocomputarizado)
CVvD Chemical Vapor Deposition (Deposicion quimica de vapores)
C2CA Circle-to-Circle Amplification (Amplificacion Circulo a Circulo)
DC Direc Current (Corriente directa)

DMF Digital Microfluidics (Microfluidico Digital)

DNA Deoxiribonucleic Acid (Acido desoxiribonucleico)

dsDNA Double Stranded DNA (DNA de cadena doble)

EWOD ElectroWetting-on-Dielectrics (Electromojado sobre

Dieléctricos)

FET Field Effect Transistor (Transistor de efecto de campo)

HCR Hybridization Chain Reactions (Reaccion en Cadena de
Hibridacion)

HDA Helicase Dependent Amplification (Amplificacién Dependiente

de la Helicasa)

HDPE High Density Poli-Ethylane (Polietileno de alta densidad)
HPV Virus de Papiloma Humano
ICANs Isothermal and Chimeric Primer-initiated Amplification of

Nucleic Acids (Amplificacion de Acidos Nucleicos Iniciadores Isotérmicos y
Quimeéricos)

IC Integrated Circuits (Circuitos Integrados)
LAMP Loop-Mediated  Isothermal  Amplification  (Amplificacion

Mediada por Bucles)
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LOC Lab-on-a-Chip (Laboratorio en un chip)

LOF Lab-on-a-Foil (Laboratorio en una Hoja)

MFP Microfluidic Probes (Pruebas microfluidicas)

MOSFET Metal-Oxide-Semiconductor Field Effect Transistor (Transistor
metal-6xido-semiconductor de efecto de campo)

NAD Nucleic Acid Detection (Deteccion de Acidos Nucleicos)
NASBA Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (Amplificacion
Basada en Secuencias de Acidos Nucleicos)

NAT Nucleic Acid Technology (Tecnologia Basada en Acidos
Nucléicos)

NESA Nicking Endonuclease Signal Amplification (Amplificaciéon por
Sefal de Mellado de Endonucleasa)

NENNA Nicking Endonuclease Assisted Nanoparticle Activation
(Activacion de nanoparticulas asistida por Mellado de Endonucleasa) (NENNA
PCB Printed Circuit Boards (Placas de circuitos impresos)

PCR Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa)

PE Poli-Ethylane (Polietileno)

PMMA Poly(methyl-methacrylate (Poli-metilmetacrilato)

POC Point-of-Care (Sitio de Atencion)

POCT Point-of-Care Testing (Pruebas en el Sitio de Atencién)

PP Poly-Propilane (Polipropileno)

PTFE Polytetrafluoroethylene (Politetrafluoroetileno)

RCA Rolling Circle Amplification (Amplificacion por Circulo Rodante)
RNA Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)
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RPA Recombinase Polimerase Amplification (Amplificacion por
Recombinasa y Polimerasa)

SEC Solucién Electroconductora

SDA Strand Displacement Amplification  (Amplificacion  por
Desplazamiento de Hebras)

SMART Signal Mediated Amplification of RNA Technology
(Amplificacién Mediada por Sefales de Tecnologia RNA)

ssDNA Single Stranded DNA (DNA de cadena sencilla)

TCL Triple Contact Line (Linea de contacto triple)

WHO World Health Organization (Organizacién Mundial de la Salud)
uF Microfluidic (Microfluidicos)

MRNA Micro-Ribonucleic Acid (Microacido Ribonucleico)

MTAS Micro-Total Analysis systems (Microsistemas de Analisis
Totales)
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