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Resumen

Disefo e Implementacién de una Plataforma de Microtitulacion Elastica
que genera Esfuerzos Cortantes y Elongaciones Homogéneas para Cultivo
de Células Bidimensionales

por Etsel Lemy Suarez Uribe

Las variables bioquimicas y las modulaciones mecénicas influyen en el compor-
tamiento celular. A la actualidad, los sistemas de microtitulacién comerciales no
ejercen modulaciones mecanicas homogéneas en regiones de cultivo celular in-
dependientes (superficies de pocillos). Esta homogeneidad es necesaria para
estudiar con mayor precision la respuesta biolégica de las células a estas mo-
dulaciones y para ello, se requiere la mayor poblacién celular bajo las mismas
condiciones mecanicas. Por lo que en este proyecto de tesis, se presenta una
plataforma de microtitulacion que genera campos de elongaciones y esfuerzos
cortantes homogéneos en las regiones de interés para cultivo celular, esto con
el fin de obtener poca variabilidad de las magnitudes de estimulos mecanicos
en una misma regién de cultivo. Para lo cual, para el disefio de la plataforma se
usaron las dimensiones estandares de sistemas de microtitulacién comerciales
y, con el objetivo de desarrollar campos mecanicos homogéneos, se emple6 un
software de célculo por elementos finitos y herramientas de optimizacion topol6-
gica. Con la optimizacion realizada se obtuvo un incremento a aproximadamente
250 % en area de region de cultivo celular con esfuerzos cortantes homogéneos
y un aumento al 177 % del area de cultivo bajo elongaciones homogéneas con
respecto a sistemas de microtitulacion con dimensiones comerciales. Se anali-
zaron dos materiales: RTV1500 y Sylgard 184; y para la manufactura del disefio
propuesto se emple6 fabricacion digital aditiva tradicional y fabricacién con tec-
nologia Polyjet. Los principios de accionamiento para lograr las elongaciones y
esfuerzos cortantes se basaron en el accionamiento neumatico y la minifluidica,
respectivamente. Finalmente se verifico la capacidad del sistema de ser estéril y
se validé funcionalmente, mediante el analisis de viabilidad de una linea celular
comercial.
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Capitulo 1

Introduccion

El &rea de investigacion en el desarrollo de antibiéticos a nivel mundial se
encuentra, cada vez mas seguido, con mayores dificultades a la hora de crear
un nuevo producto, esto es debido al comportamiento denominado resistencia
antibiética originada por la evolucién natural de los microorganismos sobre los
cuales se desean aplicar estos productos. Existen dos tipos de métodos de de-
sarrollo de antibidticos: las técnicas in vivo y las técnicas in vitro. Las técnicas in
vivo, se basan en monitorear el efecto directo de los antibi6ticos candidatos en
seres vivos, lo cual lleva a grandes gastos, seguir protocolos complicados y a un
conflicto ético todavia totalmente no resuelto. En cambio, las técnicas in vitro ne-
cesitan menor cantidad de seres vivos ya que usan lineas celulares comerciales
como objetos de prueba de los nuevos productos. Sin embargo, los protocolos
actuales para la validacién de funcionalidad de antibiéticos ordenan, de todas
maneras, una validacién in vivo debido a la desventaja natural que presentan los
tejidos y/o células cultivadas in vitro ya que no estan en el mismo entorno biol6-
gico en comparacién a como si lo estuvieran en métodos in vivo por lo que no
responden igual.

Actualmente, el avance tecnoldgico en el desarrollo de nuevos métodos in
vitro de cultivo celular proclama que, en un futuro no tan lejano, ya no sera nece-
saria la validacién in vivo. Esto es debido a que las investigaciones actuales estan
direccionadas al disefio de plataformas de cultivo con morfologias, propiedades
mecanicas, ambientes mecanobioldgicos y caracteristicas bioquimicas semejan-
tes a la realidad biolégica del ambiente en donde crecen naturalmente las células
(matriz extracelular). Esta direccidén que estdn tomando las investigaciones surge



Capitulo 1. Introduccion 2

debido a que se tiene evidencia de que los fendbmenos de mecanotransduccién y
mecanobiologia celular influyen considerablemente en la proliferacién y diferen-
ciacion de las células.

En el sentido de las investigaciones actuales mencionadas anteriormente, es-
tas usan diferentes técnicas para lograr esta aproximacién deseada; por ejemplo,
la morfologia y el disefio en general son implementados mediante técnicas de mi-
crofabricacion. Y debido a que el acceso a estas técnicas es limitado en lugares
con laboratorios cuya ubicacion geografica si permite el uso de recursos bioqui-
micos de la naturaleza local, grandes esfuerzos se estan realizando para lograr
la ubicuidad de tales técnicas mediante la fabricacion digital.

Actualmente, el método mas empleado para realizar cultivo celular in vitro
es el uso de los sistemas de microtitulacion. Estos sistemas son transparentes,
biocompatibles y tienen disefios que permiten realizar diferentes ensayos bio-
l6gicos y quimicos en un mismo sistema, ya que estan formados por arreglos
matriciales de pocillos cilindricos independientes, en donde la base circular de
cada uno de estos pocillos es usada como una superficie de cultivo celular. Sin
embargo, estos sistemas son estaticos, es decir, no producen excitaciones me-
canicas sobre las células. Por lo que, esta desventaja ha llevado al desarrollo de
sistemas para cultivo de células bidimensionales compuestos de materiales elas-
ticos que producen deformaciones en la superficie de cultivo celular, y ademas,
a disenos que generen esfuerzos cortantes en las células mediante la aplicacion
de flujos. Estos sistemas avanzados tienen mejores resultados que los sistemas
de microtitulacidon convencionales, lo cual se ve reflejado en el comportamiento
celular. Sin embargo, estos sistemas que son desarrollados con materiales elas-
ticos producen elongaciones heterogéneas en una misma superficie de cultivo
o los disefios de dispositivos de microfluidica no pertenecen al grupo de siste-
mas de microtitulacion, dificultando el proceso de evaluacion bioquimica de las
células bajo estudio, en los cuales se analiza la poblacion completa de células
cultivadas; o no son sistemas multipropésito con superficies de cultivo indepen-
dientes. Adicionalmente, la heterogeneidad también afecta la modulacion de las
excitaciones mecanicas aplicadas sobre estas células, ya que se buscan células
gue tengan las mismas variables controladas en una misma superficie de culti-
VO, pero los campos mecanicos generados en los sistemas actuales no brindan
esa caracteristica. Finalmente, cabe resaltar también que los sistemas actuales
qgue producen elongaciones homogéneas requieren otros mecanismos activos
adicionales volviendo impractico el sistema.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion propone un procedimiento de di-
sefo, simulacién, verificaciéon y validacion de sistemas de microtitulacion con el
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objetivo de lograr excitaciones mecanicas homogéneas dentro de una misma re-
gién de interés lo cual aumentaria la cantidad de informacién adquirida por los
investigadores para lograr una correcta caracterizacion del efecto del campo me-
canico sobre las células con la finalidad de que en un futuro cercano, se logren
disefar plataformas que simulen exactamente el ambiente biolégico de las célu-
las.



Capitulo 2

Fundamento Teodrico

En la presente tesis, las areas de investigacion involucradas estan enmar-
cadas en el area de ingenieria de tejidos, especialmente en los procedimientos
de cultivo celular en sistemas de microtitulacién comerciales y en el area de la
mecanotransduccidn celular. Por lo que en este capitulo se abarcan conceptos y
elementos que se usaran en este trabajo de investigacion relacionados a estas
dos areas.

2.1. Cultivo Celular en Sistemas de Microtitulacion

Los primeros conceptos presentados estan relacionados al cultivo celular en
sistemas de microtitulacién, se mencionan las caracteristicas generales del pro-
cedimiento involucrado en este tipo de cultivo, los diferentes comportamientos
celulares que se pueden observar bajo los distintos parametros controlados de
este procedimiento y se presentan dos clasificaciones generales de las células
usadas para estos analisis. Luego de presentar esos conceptos, se expondran
conceptos ingenieriles aplicados a este contexto, se mencionaran: los compo-
nentes principales de un cultivo celular en sistemas de microtitulacién, los mate-
riales usados como soporte fisico de las células, los procesos de esterilizacion
involucrados y la validacion funcional requerida para estos sistemas.
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2.1.1. Caracteristicas generales de los cultivos celulares in vi-
tro

En primer lugar se define el cultivo celular in vitro al conjunto de procedi-
mientos realizados, bajo condiciones controladas tales como la temperatura del
entorno, pH, % de O, y CO,, por mencionar algunas, para lograr el crecimiento de
células fuera de un organismo vivo; convirtiendo al control de estas condiciones
fisicoquimicas y fisiologicas externas en la principal ventaja de este método. Otra
de las ventajas es la gran homogeneidad observada en el comportamiento de las
células que estan en estudio, debido a que esta caracteristica no es observada
en los animales ni plantas, pero es necesaria para un analisis mas preciso ya
que, para este, se requiere la mayor cantidad de poblacién celular a las mismas
condiciones.

Otra caracteristica importante del cultivo celular mediante técnicas in vitro
es la utilidad que estas tienen para la evaluacién de la respuesta biolégica de
las células, tejidos y érganos a las interacciones con productos biomédicos y
farmacolégicos. Esto permite reducir el nimero de organismos vivos de prueba
y otorgan un rapido, de bajo costo y confiable método de evaluacion inicial [1].

2.1.2. Proliferacion, diferenciacion y apoptosis

El conjunto de condiciones (sobre todo las bioquimicas) que se aplican so-
bre las células en el cultivo celular in vitro depende mucho del objetivo de la
investigacion, por eso es necesario entender el comportamiento bioldgico resul-
tante de una célula al ser expuesta a este ambiente. Este comportamiento puede
ser: proliferacién, diferenciacién, migracion y apoptosis. Para el alcance de esta
investigacion, se definiran la proliferacion, diferenciacién y apoptosis.

La proliferacion se puede definir como la etapa de mitosis de las células en la
cual cada una se divide en dos células hijas con las mismas caracteristicas que
la inicial. Usualmente, la proliferacién es referida como crecimiento celular [2] asi
que en este documento se mencionaran los dos términos como sinénimos y se
usaran indistintamente. Los factores que influyen en la proliferacion celular son: la
composicién del medio de cultivo [3], el cual contiene hormonas de crecimiento;
el entorno en el que las células se ubican, esto quiere decir por ejemplo, si las
células se encuentran en un entorno de alta densidad celular (# de células/ml),
estas no podran proliferar [4] y hasta llegan a autodestruirse —apoptosis— [5] al
encontrarse estresadas [6]; ademas de estos factores, se han identificado que las
excitaciones mecdnicas ejercidas en las células también afectan a la proliferacion
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celular [7], [8], las cuales generan expresiones de proteinas que estimulan el
crecimiento.

En otro sentido, la diferenciacion se refiere a la modificacion del fenotipo ce-
lular inducido por cambios en el entorno en el cual las células estan siendo cul-
tivadas. Los factores que influyen en la diferenciacién son los mismos que en la
proliferacion: composicion del medio de cultivo, entorno en el que se ubican [9] y
excitaciones mecanicas externas [10], [11]. Sin embargo, la diferenciacién y pro-
liferacién son excluyentes entre si, es decir, una alta proliferacion celular inhibe
la diferenciacién y viceversa [12].

2.1.3. Clasificacion de las células usadas para cultivo celular

Para distinguir las condiciones o pre-tratamientos necesarios con el fin de
lograr el cultivo celular y por ende obtener el conjunto de células con el compor-
tamiento especifico requerido en la investigacién, es practica comun clasificar a
las células. Se tienen en general dos clasificaciones para estas: la primera clasi-
ficacidn se basa en el método de obtencién de las células y la otra se basa en la
naturaleza adherente de la célula sobre las superficies de contacto.

De acuerdo a su método de obtencion

En el sentido de la clasificacion de las células de acuerdo a su método de
obtencién, se puede mencionar que provienen de dos grupos. El primer grupo
comprende a las células inmortalizadas o también conocidas como células per-
tenecientes a una linea celular (de amplio uso), las cuales son productos comer-
cializados y que posibilitan el estudio de las funciones basicas de las células [13].
Mientras que el segundo grupo involucra a las células primarias para cultivo, las
cuales provienen directamente disociadas de un tejido animal o vegetal median-
te medios mecanicos o enzimaticos y tienen propiedades similares a las células
del tejido del sistema in vivo, logrando mejor prediccién de los resultados de los
farmacos o dispositivos implantables bajo investigacién. Sin embargo, debido a
los métodos de obtencion de estas células poseen menor tiempo de vida para el
andlisis correspondiente [12].

De acuerdo a su adherencia

De acuerdo a la adherencia de las células, estas se pueden clasificar en dos:
células adherentes y las células no adherentes (0 en suspensién). La diferencia
entre estos dos tipos de células radica en que las células adherentes tienen la
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necesidad de adherirse a la superficie en donde se realizara el cultivo celular
antes de proliferar, ademas se requiere de un tratamiento de la superficie en
donde se realizara el cultivo antes del inicio del procedimiento. En la siguiente
tabla (ver Tabla 2.1), se muestra una comparacion entre estos tipos de cultivo
[14].

TABLA 2.1: Comparacion de las caracteristicas de cultivos de célu-
las adherentes y en suspension.

Caracteristica Cultivo de Células Cultivo de Células
Adherentes en Suspension
Linaje celular | Células no hematopoyéticas Células hematopoyéticas
incluyendo cultivos primarios e inmunitarias
Monitoreo Uso de Microscopia invertida
microscopia invertida o de luz directa
Tratamiento Requiere tratamiento Centrifugacion
de subcultivo enzimatico o mecanico
Limites al Limitado por el Limitado por la concen-
crecimiento area de cultivo tracion de células en el medio
Tratamiento Requiere tratamiento No requiere tratamiento,
superficial antes del cultivo pero requiere agitacion
Aplicaciones Citologia Produccién de proteinas

Aunque en la tabla se muestran diferencias entre los tipos de células en este
contexto, una célula en suspensién o no adherente puede diferenciarse y conver-
tirse en una de tipo adherente, como por ejemplo la linea celular HL-60 [15].

La clasificacion celular en base a su capacidad de adhesion a superficies es
importante para conocer cuales son los canales para la generacion de modula-
ciones mecanicas. En el caso especifico de las células adherentes, la interfaz
entre las células y su entorno es uno de estos canales, ya que cumple un rol
importante en la comunicacién intercelular y regulacién para la diferenciacion,
proliferacion y el ciclo de vida celular [16]; esto es debido a que la adhesion ce-
lular comprende la accién de moléculas transmembranales llamadas integrinas
[17], las cuales se adhieren a la superficie del entorno extracelular transportando
y traduciendo las sefales mecanicas externas hacia el nucleo para la expresion
de proteinas que generen la respuesta fenotipica especifica [18].

La adhesién celular se puede presentar entre células o entre células y la
matriz extracelular. Para este segundo caso, la superficie para el cultivo también
interviene como soporte fisico de la matriz, por lo que se requiere que esta tenga
ciertas propiedades, como la hidrofilicidad y existencia de grupos funcionales y
la compatibilidad de la célula a la adherencia a esta superficie.
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2.1.4. Componentes principales de un cultivo celular

Saliendo del area biol6gica hacia un esquema fisico mas general e ingenie-
ril para describir el proceso de cultivo celular in vitro, se pueden enumerar los
siguientes componentes fisicos 0 equipos necesarios:

m Células: Como se menciond anteriormente las células pueden ser comer-
ciales (linea celular) o proveniente de un cultivo primario.

» Sistema fisico para el crecimiento celular: Los sistemas fisicos usualmente
utilizados para el crecimiento celular in vitro son conocidos como sistemas
de microtitulacién (micropocillos) y frascos T-25 usados como compartimen-
tos y herramientas de replicabilidad de ensayos.

= Medio fisico-quimico de las células: Conocido también como andamiaje o
andamio celular, el cual representa la interface intercelular o célula-sistema
fisico.

= Medio liquido de cultivo: Usado como nutriente para el crecimiento celular
y la eleccion del adecuado depende de la hoja técnica de la linea celular o
del tipo de célula del cultivo primario.

= Medio gaseoso de cultivo: Generado por un equipo en donde se regulan
los parametros de temperatura, % de CO, y humedad relativa del entorno
donde se realiza el crecimiento celular.

= Método de visualizacién por microscopia: Elemento para el monitoreo del
crecimiento y densidad celular.

Tradicionalmente, se usan los sistemas de microtitulacion como soporte fisico
del andamiaje de células adherentes, con lo que la morfologia plana es adoptada
por el andamio. Sin embargo, no se logra una aproximacién mecanica adecuada
al ambiente in vivo para las células bajo estudio. Por lo que, desde el punto de
vista ingenieril, el disefio de sistemas fisicos artificiales usando diversos mate-
riales, geometrias y principios de accionamiento brinda la posibilidad de imple-
mentar plataformas que generen el comportamiento aproximadamente real en
las células causado por el ambiente mecanobiolégico artificial aproximado.

Por lo que a continuacién se presenta un resumen de los materiales comun-
mente usados y requisitos minimos necesarios para disefiar e implementar una
plataforma para cultivo celular in vitro.
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2.1.5. Materiales usados como andamiaje celular

Las estructuras espaciales usadas como el soporte fisico de las células en
el procedimiento de cultivo in vitro se conocen como andamiajes celulares. Es-
tos andamiajes deben brindar el componente mecéanico y bioquimico externo
necesario para que las células bajo analisis puedan proliferar, diferenciarse, tras-
ladarse o morir, dependiendo del objeto de estudio. Debido a que se requiere
que estos andamiajes brinden un mayor acercamiento biolégico al ambiente in
vivo de las células bajo estudio existen investigaciones dentro del campo de la
ingenieria de tejidos que buscan desarrollar nuevos materiales. En este sentido,
los materiales usados se dividen en tres grupos: Polimeros Naturales, Polimeros
Sintéticos Biodegradables y Ceramicos.

Los polimeros naturales tales como el colageno, fibrina, quitosano, alginato,
agarosa, entre otros, pueden ser extraidos de plantas, animales o tejido humano.
Estos polimeros usualmente exhiben gran biocompatibilidad y baja toxicidad. La
principal desventaja es la dificultad del procesamiento y variabilidad de carac-
teristicas que existen incluso entre dos mismos lotes de polimeros extraidos y
procesados del mismo ser vivo [19], [20].

Por otro lado, se encuentran los polimeros sintéticos tales como el poliesti-
reno, acido poli-I-lactico (PLLA), acido poliglicélico (PGA) y siliconas, por men-
cionar algunos. Las ventajas principales de estos polimeros es su facilidad de
ser sintetizados para fabricar arquitecturas complejas y el conocimiento preciso
de sus propiedades quimicas y mecanicas las cuales pueden ser variadas (di-
sefiadas) de acuerdo a la necesidad funcional, sin embargo, en general no son
considerados biocompatibles [21].

En el caso de los materiales ceramicos, tales como la hidroxiapatita (HA) y
fosfato tricalcico (TCP) tienen poca elasticidad, alta dureza superficial y presen-
tan biocompatibilidad por lo cual son usados para reparacion de tejido 6seo [21].

2.1.6. Esterilidad de los sistemas fisicos para cultivo celular

Debido a que los sistemas de microtitulacién son usados como soporte para el
cultivo celular, estos deben estar libres de microorganismos externos que influyan
en el comportamiento celular ocasionando resultados y analisis errobneos. Esta
caracteristica se denomina esterilidad [22] y para lograr esta, se hace uso de
algun proceso de esterilizacion dependiendo del material del cual esta hecho el
dispositivo o el nivel de esterilizacion que se desea lograr.
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Métodos de esterilizacion

Existen varios métodos de esterilizacion los cuales tienen distintos principios
de funcionamiento. Los métodos mas usados son [23]: por radiacién (gamma,
rayos X), por aplicacién de 6xido de etileno (EO), por calor humedo (vapor), por
calor seco, por aplicacion de peroxido de hidrégeno y por aplicacion de diéxido
de nitrogeno. Debido a que se desea una plataforma que sea util en la mayoria
de los laboratorios, es objetivo de esta tesis que el sistema de microtitulacién
propuesto pueda ser esterilizado mediante el método mas comdn.

En este contexto, el método de calor himedo es uno de los mas usados para
dispositivos de uso unico y reusables; y se encuentra disponible en clinicas, hos-
pitales, laboratorios, etc. Este método requiere de un ambiente controlado sobre
el cual estara inmerso el dispositivo a esterilizar, este ambiente es producido por
el sistema de autoclavado y los pardmetros controlables son la temperatura (de
105 a 135 °C), presion (4.5 a 313 kPa), humedad relativa (hasta 100 %) y tiempo
(entre 3 a 300 minutos). Entre los materiales compatibles con este método (es
decir, que no son afectados por el ambiente del sistema de autoclavado) estan
los elastomeros, metales, ceramicos, liquidos, siliconas y vidrio. Sin embargo de-
pendiendo del tipo de material pueden variar los efectos secundarios luego de
gue este material sea autoclavado varias veces [23].

Validacion de esterilidad

Para validar que el sistema de microtitulacién haya sido esterilizado correc-
tamente existen procedimientos estandar. Estos se pueden clasificar en: los que
usan indicadores biologicos o los enmarcados en analisis microbiolégicos.

Los métodos que involucran el uso de indicadores biolégicos se desarrollan
mediante la aplicacidn sobre el dispositivo, antes de ser esterilizado, de un nime-
ro establecido de bacterias comerciales resistentes al método usado (por ejem-
plo, autoclavado). Posteriormente, se cuenta el numero de bacterias una vez
finalizado este procedimiento para, finalmente, obtener un indice en base loga-
ritmica de estos dos numeros (antes y después de la esterilizacion) denominado
Sterility Assurance Level - SAL [24].

La otra familia de métodos de validacion de esterilidad es la que utiliza el ana-
lisis microbioldgico. Uno de estos métodos sugiere la eleccion de una porcidn del
dispositivo esterilizado para después sumergirlo en medio de cultivo, luego de
un tiempo igual al tiempo de cultivo estandar, se observa la existencia o no de
cambios fisicos del medio (turbidez, decoloracion, densidad, entre otros). Si el
dispositivo ha sido esterilizado correctamente, no debe existir ningun cambio en
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este medio. Debido a que este procedimiento es cualitativo, se puede convertir
en un procedimiento cuantitativo si se adiciona el paso de conteo de microorga-
nismos que puedan existir en el medio de cultivo [22]. Otro método involucra el
hisopado del dispositivo luego de que este sea expuesto al proceso de esteriliza-
cion. Este hisopo es colocado inmediatamente después en medio de cultivo por
un periodo de 48-72 horas para finalmente poner el resultado de esta incubacién
en placas Petri por otras 48-72 horas. En este caso, se valida cualitativamente
si es que se han desarrollado colonias de microorganismos en las placas. Si es-
to ha sucedido, el material no ha sido esterilizado. Aunque ambos métodos son
similares, el medio de cultivo del primero es el medio de cultivo que se necesi-
ta para el crecimiento de las células que estaran en contacto con el dispositivo
cuando este sea usado para la aplicacién deseada. En el segundo caso, el medio
de cultivo es un medio de cultivo estandar, caldo de soya.

Validacion de biocompatibilidad

Ademas de evaluar la esterilidad del sistema de microtitulacién propuesto,
se debe validar que el sistema no tenga efectos toxicos sobre las células. Para
esto existen métodos de evaluacion cuantitativa [25] como por ejemplo el ensayo
de red neutral (NR, por sus siglas en inglés), el ensayo MTT (por las siglas del
compuesto usado) y el CVS (crystal violet staining).

Los ensayos mencionados anteriormente se basan en obtener por colorime-
tria el nimero de células que tienen actividad, es decir que estan vivas y asi
calcular la viabilidad celular. Entre estos ensayos el ensayo MTT [26] es el mas
usado comprendiendo el uso del analisis de colorimetria mediante espectofome-
tria y midiendo la absorbancia del ensayo sobre la absorbancia de un ensayo de
control, obteniendo el % de viabilidad celular [27].

2.2. Mecanobiologia Celular

En esta seccidén se presentan conceptos que resaltan la importancia de la
mecanica bioldégica como generador de diferentes comportamientos celulares.
Explicando, ademas, que la existencia de estos comportamientos depende de
los factores externos pertenecientes a las interacciones entre las células y el
andamiaje y la interaccidn intercelular.
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2.2.1. Excitaciones mecanicas en sistemas biologicos

Se sabe que los sistemas biol6égicos se encuentran naturalmente bajo exci-
taciones mecanicas las cuales son ejercidas por los mismos sistemas biologicos
o ejercidas por el entorno al cual pertenecen. Un ejemplo es la gravedad, to-
dos los seres vivos estan sujetos al campo gravitacional; otros ejemplos son los
musculos, ya que ejercen fuerzas sobre los huesos para lograr rotaciones en las
articulaciones a través de los tendones; también se ha identificado que la pared
interna de los vasos sanguineos esta bajo la influencia de elongaciones y esfuer-
zos cortantes causados por el flujo sanguineo [28] o que el tejido epitelial interno
del ducto gastrointestinal esta bajo esfuerzos cortantes debido al transporte del
bolo alimenticio y deformaciones longitudinales debido a los movimientos peris-
talticos [29] o como las cargas mecanicas inclusive influyen desde la etapa de
desarrollo del ducto gastrointestinal en el embrion [30].

A nivel celular las excitaciones mecanicas ejercidas sobre las células originan
cambios en la estructura, composicién y funcion incluyendo sintesis de proteinas,
crecimiento celular, diferenciaciéon y muerte. En este sentido, la mecanobiologia
es el campo de investigacién que estudia la relacién entre estas respuestas bio-
l6gicas y las excitaciones mecéanicas [31].

Mecanotransduccion

Antes de presentar el concepto basico del mecanismo de mecanotransduc-
cién, es necesario recordar algunos conceptos que se presentaran a continua-
cion.

De forma general podemos decir que todas las células estan compuestas
de la membrana celular, citoplasma, nacleo y otros componentes celulares. Adi-
cionalmente, el citoplasma contiene el citoesqueleto y varios organelos (nucleo,
ribosomas, reticulo endoplasmico y mitocondria). Una forma de identificar a las
células es en base a sus caracteristicas (fenotipo), las cuales estan determinadas
por la naturaleza de las proteinas componentes.

También se sabe que las células se localizan dimensionalmente dentro de la
Matriz Extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), la cual estda compuesta de
proteinas funcionales: colageno, glicoproteinas y elastina. Teniendo al colageno
como componente principal [32]. La ECM es dinamica y no solo sirve como so-
porte sino también como canal de comunicacién entre células para el crecimiento
y diferenciacion [33], tal como se menciond anteriormente.

Con estos conceptos basicos es posible explicar el fendmeno de la mecano-
transduccién. Este esta relacionado a los mecanismos que convierten una sefal
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fisica en una sefal bioloégica y al canal de comunicacion entre las células y la
ECM en donde ocurren estos [35]. El canal tiene como componente principal a
la integrina, la cual cumple la funcidén de traducir una sefal fisica en quimica
[34]. Estas integrinas pueden ser de varios tipos, las cuales tienen receptores
de acuerdo a la proteina perteneciente a otra célula o a la ECM a la que podra
enlazarse.

Las senales fisicas pueden ser deformaciones, fuerzas o propiedades me-
canicas [36] que se generan en la ECM, las cuales son transmitidas hacia las
células generando cambios en concentraciones de compuestos quimicos dentro
de estas. Otra senal fisica que también se debe tener en consideraciéon es la
topografia de la ECM, la cual también influye en el comportamiento celular [37],
[38], [39], [40], [41].

2.2.2. Movimientos fisicos de los tejidos

Como se menciond anteriormente, los sistemas biolégicos se ven afectados
por excitaciones mecanicas, siendo estas excitaciones uno de los componentes
que influyen en el crecimiento, diferenciacién y apoptosis de las células de los
tejidos. Las excitaciones se pueden dividir en tres: Elongaciones, esfuerzos de
traccidén y esfuerzos cortantes. Naturalmente, las elongaciones y los esfuerzos
de traccion coexisten, debido a que tienen una relacion bidireccional de causa
y efecto. Investigaciones han propuesto desde modelamientos matematicos que
permiten predecir el comportamiento mecanico de los tejidos hasta técnicas de
medicidn de las excitaciones mecanicas in vivo. En la siguiente tabla (ver Ta-
bla 2.2) se muestran algunos valores de elongaciones, asi como la frecuencia
con que estas elongaciones son observadas.

TABLA 2.2: Valores de elongacién reportados en diferentes tejidos

excitables.

Tejido % Maxima Elongacioén Frecuencia

Tejido cardiaco (Ventriculo 20 % [42] 1-1.6 Hz

Izquierdo) Humanos latidos por minuto
Tejido de Alveolo 9-30 % [43] 0.2-0.3 Hz
Pulmonar (Animales) frecuencia respiratoria
Piel Humana 30 % [44] -
Ducto Gastrointestinal 20 % [29] 7-12 Hz
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Aunque se espera encontrar valores mas precisos de las magnitudes de los
componentes dinamicos de estos movimientos, todavia se desconoce a profun-
didad el mecanismo de accidn o respuesta de las células debido a estos, aunque
ya hay avances en ese sentido basados en estimaciones [45].
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Capitulo 3

Estado del Arte

De lo presentado en el capitulo anterior, la mecanotransduccion juega un rol
importante en el comportamiento celular, que incluye desde la proliferacién has-
ta la apoptosis. A la actualidad, las investigaciones en este campo proponen
diferentes sistemas, usualmente conocidos como Lab-on-a-Chip, que generan
excitaciones mecanicas sobre las células usando diferentes principios de funcio-
namiento o accionamiento. Estas excitaciones mecanicas se clasifican, en base
a su variacion temporal, en dos: modulacién mecanica pasiva y modulacién me-
canica activa.

3.1. Modulacion Mecanica Pasiva

La modulacion mecanica pasiva se relaciona con el disefio y fabricacion de
andamiajes con propiedades especificas de acuerdo a las necesidades del estu-
dio. Estas propiedades pueden ser: mecanicas, tales como el modulo de elastici-
dad, o geométricas, como por ejemplo, la topografia de la superficie de adheren-
cia celular. Para esto, existen diversos métodos los cuales seran mencionados a
continuacion.

Los métodos usados para modificar las propiedades mecénicas del andamia-
je son: la sintesis polimérica y la eleccién de los polimeros adecuados con el fin
de obtener propiedades globales controladas [46], [47] (ver Fig. 3.1), 0 mediante
la inclusién de nanomateriales para lograr la controlabilidad de estas propiedades
a escala micrométrica [48].



Capitulo 3. Estado del Arte 16

8

Area de la seccién tranversal del niicleo (um)

3507 [ L — 4 p<0.01
T — ns

8

250+

PDM
200+

Circufrencialidad
o
(-]

1504

100-

0.2-

24h 15kPa 1.5kPa 4d 15kPa 1.5kPa 24h 15kPa 1.5kPa 4d 15kPa 1.5kPa

Vidrio 24h 24 h Vidrio  4d 4d Vidrio 24h 24h Vidrio 4d 4d
PDMS PDMS PDMS PDMS

FIGURA 3.1: Efecto del modulo de elasticidad del soporte fisico so-
bre a) el area y b) la circunferencialidad, del nucleo celular de célu-
las madre mesenquimales. Adaptado de [47]

Para la modificacion de la topografia de los andamiajes celulares se usan téc-
nicas de microfabricacién las cuales, en sintesis, se basan en el uso de moldes
de PDMS. En este sentido, por ejemplo se tiene el caso de investigaciones que
desarrollan microestructuras en formas de vellosidades con el fin de aproximarse
a la topografia fisiolégica del ductor gastrointestinal [49], [50] (ver Fig. 3.2). Esto
debido a que las microvellosidades son importantes, desde un punto de vista fi-
siolégico, ya que aumentan el area de absorcién de nutrientes a lo largo de todo
el intestino, aumentando su eficiencia. En otras investigaciones, se estudia la me-
jora de la migracién celular debido al direccionamiento de los andamios en forma
unidimensional [51] y, también, la creacién de compartimentos en los andamiajes
para desarrollar cultivos tridimensionales [52].

FIGURA 3.2: a) Imagenes SEM de andamiajes de PLGA. Adaptado

de Costello et al, 2014 [49]. b) Imadgenes SEM de andamiajes usan-

do estereolitografia de alta resoluciéon. Adaptado de Creff et al, 2019
[50].
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3.2. Modulacion Mecanica Activa

Las modulaciones mecanicas activas se refieren a variaciones en el campo
mecanico de esfuerzos y deformaciones que se generan indirectamente en las
células mediante excitaciones mecanicas temporales desarrolladas en los an-
damiajes. Las dos excitaciones mecanicas encontradas en la literatura son los
esfuerzos cortantes producidos por flujos sobre las células y las elongaciones.

En el caso de la generacion de esfuerzos cortantes sobre las células, estos
son causados por flujos que entran en contacto con la superficie del cultivo ex-
puesta al fluido. Para ello, en la literatura existen investigaciones basadas en el
uso de la mini/microfluidica para generar estos campos de esfuerzos. Dos de los
trabajos relevantes para la investigacion presentada en este documento son el
de Kim et al, 2012 [53] y Costello et al, 2017 [54] (ver Fig. 3.3) en los cuales
se usa un sistema de generacién de flujos y una sola superficie de cultivo plana
rectangular.

En este mismo sentido, se pueden encontrar otras investigaciones como la
desarrollada por Sinha et al, 2015 [55] y Shah et al, 2016 [56] las cuales se
basan en el mismo principio de generacion de esfuerzos mediante flujos.
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FIGURA 3.3: Investigaciones relacionados a la generacion de es-
fuerzos cortantes como consecuencia de los flujos sobre la super-
ficie celular a) Adaptado de Kim et al, 2012 [53], b) Disefo de an-
damiaje, adaptado de Costello et al, 2017 [54] y ¢) Simulacion de
esfuerzos cortantes, adaptado de Costello et al, 2017 [54].

En relacion a la generacion de elongaciones o esfuerzos en traccion en las
células de cultivo, Kamble et al, 2016 [57] presenta un articulo de revision de los
accionamientos usados para producir estos. Se explica el accionamiento neuma-
tico, por ejemplo, usando el trabajo de Huh et al, 2010 [58], el accionamiento pie-
zoeléctrico en Deguchi et al, 2015 [59], entre otros; para posteriormente concluir
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gue el accionamiento neumatico brinda grandes ventajas, tales como el disefo
relativamente sencillo y generacion indirecta de las elongaciones requeridas.

Entre las investigaciones que proponen plataformas de cultivo con acciona-
mientos mecanicos que indirectamente generen elongaciones en las células para
controlar su crecimiento se tiene el dispositivo ampliamente usado y desarrollado
por Huh et al, 2010 [58], adaptado por Kim et al, 2012 [53] (ver Fig. 3.3), Kreutzer
et al, 2014 [60], Kasendra et al, 2018 [61] entre otros. El disefio de Huh et al, 2010
[58] propone el uso de esta plataforma para imitar la biomecéanica del alveolo pul-
monar usando microfabricacion, Kim et al, 2012 [53] y Kasendra et al, 2018 [61]
la usan para imitar la biomecanica de las células del intestino y Kreutzer et al,
2014 [60] para la diferenciacién de células cardiacas. Ademas de esto, se realizé
el andlisis por elementos finitos y teoria mecanica del disefio de este dispositivo
en Zhao et al, 2014 [62] para caracterizar el comportamiento de elongaciones en
base a la excitacién mecanica.

Existen también sistemas comerciales que producen estos campos mecani-
cos externos a las células. Por ejemplo, se tiene el sistema FlexCell® [63] que
es usado en las investigaciones realizadas por Dhein et al, 2014 [64] y por Saito
et al, 2020 [65] o la plataforma comercial llamada Stretch System STB-150 [66]
(ver Fig. 3.4).
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FIGURA 3.4: Plataformas comerciales que generan elongaciones

en los andamiajes celulares. a) Stage Flexer (Flexcell International

Corp, USA) [63] and b) Stretch System STB-150 (STERX Inc., USA)
[66]. Adaptado de Kamble et al, 2016 [57].

De la literatura revisada por el autor, la mayoria de los dispositivos desarro-
llados en los laboratorios (presentados en publicaciones cientificas) tienen ca-
racteristicas que solo permiten su fabricacidén y uso en los lugares de autoria,
debido a sus dimensiones no estandares comparados con las plataformas de
cultivo comerciales presentadas en la Fig. 3.4. Por lo que existe una necesidad
de desarrollo de plataformas compatibles con estas dimensiones estandar. Por
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otro lado, todavia no se han desarrollado plataformas que logren controlar de ma-
nera uniforme el campo mecanico generado en cada superficie independiente de
cultivo celular, lo cual se puede validar por los estudios realizados en Matheson
et al, 2006 [67], Zhao et al, 2014 [62] y Gilbert et al, 1994 [68] en los campos
de elongacion (al generar mayores elongaciones en la periferia y menores en la
region central) y por Kreutzer et al, 2020 [60] en relacion a esfuerzos cortantes.
Esta homogeneidad es necesaria para la mejora del analisis bioquimico de la
influencia de estas modulaciones sobre el comportamiento celular. Para lograr
esta homogeneidad, hasta el conocimiento del autor, existe una investigacion
[69] de disefio de una plataforma de cultivo celular, sin embargo no logra inte-
grar la homogenizacién de los esfuerzos cortantes y elongaciones en un sistema
compatible con los sistemas de microtitulacién comerciales.

Por lo tanto, el presente proyecto de tesis, propone un sistema que genera
elongaciones y esfuerzos cortantes homogéneos en la maxima area de la region
de interés de la superficie de cultivo celular y con el dimensionamiento externo
que permita un acople o integracion fisica con los sistemas de microtitulacion
comerciales. Este disefio se obtiene mediante el uso de herramientas de célculo
computacional, se presentan verificaciones del aumento del area homogénea,
ademas de validaciones de esterilidad y funcionalidad del dispositivo mediante el
analisis de viabilidad celular usando una linea celular comercial.
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Capitulo 4

Objetivos e Hipotesis

4.1. Objetivos

4.1.1. Objetivo general

= Disefar e implementar una plataforma elastica de microtitulacion que gene-
ra esfuerzos cortantes y elongaciones homogéneas para cultivo de células
bidimensionales

4.1.2. Objetivos especificos

= Disefar una plataforma de microtitulacién que genera esfuerzos cortantes
y elongaciones homogéneas en las superficies de cultivo mediante optimi-
zacién computacional.

= Fabricar la plataforma de microtitulacién propuesta mediante fabricacién
digital.

= Verificar la homogeneidad del campo mecanico generado en la superficie
de cultivo de la plataforma propuesta.

» Verificar la capacidad de la plataforma propuesta de ser esterilizable.

m Validar la funcionalidad del sistema mediante el cultivo de una linea celular
comercial.
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4.2. Hipotesis

4.2.1.

Hipotesis general

Es factible el disefio e implementacion de una plataforma de microtitulacion
elastica que genera esfuerzos cortantes y elongaciones homogéneas para
cultivo de células bidimensionales

4.2.2. Hipoétesis especificas

Es posible disefiar una plataforma de microtitulacion elastica usando herra-
mientas de optimizacién computacional para lograr esfuerzos cortantes y
elongaciones homogéneas.

Es factible construir una plataforma de microtitulaciéon elastica, que gene-
re esfuerzos cortantes y elongaciones homogéneas, mediante fabricacion
digital.

Es factible medir los campos mecéanicos homogéneos de elongaciones y
esfuerzos cortantes en las superficies de cultivo celular de la plataforma
propuesta.

Es posible esterilizar la plataforma de microtitulacion propuesta.

La plataforma de microtitulacion es funcionalmente valida cuando se usa
una linea celular comercial no adherente.
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Capitulo 5

Metodologia

Para cumplir los objetivos de esta tesis, en este capitulo se presentan los
procedimientos seguidos para el diseno, verificacion y validacion de la plataforma
propuesta.

Para lograr el disefio 6ptimo se tienen cuatro etapas principales: La etapa de
identificacién de los requerimientos de diseno, el desarrollo y ejecucién de una
metodologia de disefio, la identificacion de las caracteristicas del proceso de ma-
nufactura elegido y el disefio y optimizacién de la plataforma con el objetivo de
obtener las excitaciones homogéneas sobre la superficie de cultivo celular. En
el sentido de la metodologia de disefio se sigue la sugerida por la norma VDI
2225. El primer paso de esta se refiere a la definicion de las entradas y salidas
del sistema, luego se especifican las funciones que el dispositivo propuesto debe
cumplir. Seguidamente, se definen las matrices morfol6gicas que detallan las op-
ciones correspondientes a cada funcion, se presentan las matrices de evaluacion
de conceptos y los proyectos preliminares; para finalmente definir el proyecto 6p-
timo.

En otro sentido, la etapa de verificacion comprende la evaluacién de la re-
sistencia térmica del material elegido, la caracterizacién y analisis de las excita-
ciones generadas sobre la superficie de cultivo celular y la comprobacién de la
esterilidad de los componentes propuestos. Y como ultimo punto, la validacion
comprende el analisis de la influencia quimica y geométrica de la plataforma pro-
puesta sobre el comportamiento de un tipo de linea celular comercial.
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5.1. Diseno

5.1.1. Requerimientos de diseno

Para desarrollar el disefio de la plataforma, se identificaron los siguientes re-
querimientos iniciales:

= Dimensiones externas estandares para acoplamiento con sistemas de mi-
crotitulacion disponibles comercialmente y manipulacion conjunta. Debido
a que el proyecto de investigacion se basa en el disefio de un sistema
de microtitulacién capaz de generar excitaciones mecanicas homogéneas,
las dimensiones que se respetaran son aquellas que cumplan con los si-
guientes requisitos: el disefio debe ser tan manipulable como los sistemas
comercialmente disponibles e integrarse al arreglo en columna de estos
(arreglo muy comun en almacenamiento de laboratorios).

= Sistemas de microtitulacion modulares: Se requiere que algunas de las su-
perficies de cultivo estén influenciadas por las mismas excitaciones meca-
nicas; debido a que, existe la necesidad de realizar ensayos independientes
(como minimo 3) bajo las mismas condiciones controladas.

= Sistemas de microtitulacion cuya fabricacion pueda ser realizada en labo-
ratorios con acceso a, al menos, equipos de fabricacion digital aditiva de
escritorio.

» Estas plataformas requieren ser esterilizables por lo menos una vez sin per-
der sus propiedades mecanicas ni composicion quimica. Esto debido a que
las plataformas serdn usadas para el crecimiento celular, cuyos procedi-
mientos requieren superficies de cultivo estériles.

= Modulaciones superficiales simulando el ambiente mecanico de crecimien-
to celular in vivo: En el estado del arte se ha validado que la mecanobiolo-
gia celular influye en la diferenciacién, proliferacién, migracion y apoptosis
celular [70], [71].

5.1.2. Abstraccidén de ideas y definicion de funciones

Luego de la identificaciéon de los requerimientos iniciales, se definen las en-
tradas y salidas del sistema (ver Fig. 5.1) teniendo en cuenta que el dispositivo
generara excitaciones mecanicas en la superficie de cultivo celular.
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FIGURA 5.1: Entradas y Salidas generales del sistema a disenar.

Entradas

» Energia: Se refiere a la energia que usara el sistema para realizar el movi-
miento deseado. Como por ejemplo: Energia eléctrica o térmica.

= Sefales: Se refiere a la informacion electronica (analdgica o digital) que
se utiliza para la comunicacién entre los diferentes elementos del sistema:
actuadores, elementos de sensado y la unidad de control.

Salidas

= Movimiento: Se utilizara para generar elongaciones en la superficie de culti-
vo celular. Este puede ser generado por: Cambio de posicion o deformacién
gue experimentara algun componente del sistema.

» Esfuerzos Cortantes: Se refiere a la generacion de fuerzas cortantes sobre
las superficies celulares que no estan en contacto o adheridas al andamia-
je.

» Energia: Energia Residual: Es el ruido o calor generado por el sistema.

» Sefales: Es la informacidn electrénica que circulard a través del sistema 'y
gue podra ser utilizada desde este hacia otro sistema externo.

Debido a que el sistema planteado conlleva la generacion de dos estimulos
mecanicos: Elongaciones y Esfuerzos Cortantes, a continuacion en la Fig. 5.2 se
presenta el diagrama de flujos del sistema propuesto. Esto servira para detallar
y separar las entradas, salidas y funciones para la generacion de cada estimulo
mecanico.

En la Fig. 5.2 se muestran las sefiales provenientes del controlador s1y s2 que
estan relacionados con la funcién de elongar y de generar esfuerzos cortantes,
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FIGURA 5.2: Diagrama general del sistema propuesto en donde se

observan las sefales de los dos estimulos mecénicos. s1 y s2 son

las sefales de control para elongar y generar esfuerzos cortantes

respectivamente. Por otro lado, E1 y E2 son las senales mecanicas
que actuan sobre la superficie celular.

respectivamente. Por otro lado, las salidas E1y E2 corresponden a los estimulos
mecanicos aplicados sobre la superficie celular. E1 es la elongacion y E2 son los
esfuerzos cortantes.

Debido a la independencia de estos dos estimulos mecanicos, se procede a
separar las funciones del sistema en dos grupos, en el que cada uno de estos se
relaciona con un estimulo mecanico.

Funciones para el estimulo mecanico de elongacién

Luego de definir las entradas y salidas, se procede a desarrollar el detalle de
las funciones que transforman las primeras en las segundas con el fin de generar
el estimulo mecanico de las elongaciones. Estas funciones estan representadas
en la Fig. 5.3.

= Transformar: Esto permitira convertir la energia proveniente del exterior del
sistema en movimiento.

= Accionar: Esto permitira la apertura o cierre del flujo de energia a lo largo
del sistema.

= Elongar: Esto permitira generar elongaciones en las células.

» Configurar: Esto permitird configurar las magnitudes de las elongaciones
en las células. Esto depende del tipo de célula y del estudio deseado.
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FIGURA 5.3: Estructura de las funciones para la parte del sistema
que genera elongaciones en la superficie de cultivo celular.

» Detectar: Esto permitira medir las variables fisicas que ayudan a asegurar
la precisidon del sistema.

= Controlar: Es realizado por la unidad de control principal procesando sefa-
les de entrada y salidad al sistema.

Matriz morfolégica para el estimulo mecanico de elongacion

Tomando como base la estructura de funciones para la parte del sistema que
genera el estimulo mecanico de elongacién, se desarrollé la matriz morfologica
(ver Fig. 5.4). Para cada funcion se presentan como méximo 4 opciones diferen-
tes.

Definicion del concepto de solucion para el estimulo mecanico de elonga-
cion

Con la matriz morfolégica se procedidé a definir los Conceptos de Solucion
C.S. teniendo en cuenta las diferentes opciones presentadas y buscando la ma-
yor variabilidad de conceptos posibles.

Con los C.S. ya definidos, se evaluaron numeéricamente cada uno de estos en
funcién a criterios técnicos y econémicos (ver Tabla 5.1). Se siguié la norma VDI
2225: 0 = No satisface, 1 = Aceptable, 2 = Suficiente, 3 = Bien y 4 = Muy bien
(Ideal).
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FIGURA 5.4: Matriz morfoldgica del subsistema que genera estimu-
los mecanicos de elongacién.

TABLA 5.1: Tabla de evaluacién de conceptos de solucién de la par-
te del sistema que genera estimulos mecanicos de elongacion. C.S.
Concepto de Solucion.

Nro | Criterios Técnicos | C.S.1 | C.S.2 | C.S.3|C.S.4 | C.S.5
y Econémicos
1 Facilidad de 1 3 3 1 2
Ensamblaje
2 Costo de 2 3 3 1 3
Tecnologia
3 Costo de 1 2 2 1 3
Operacion
4 Seguridad 1 3 3 1 2
5 Estabilidad 1 2 2 1 3
6 Posibilidad de 2 2 2 1 2
Automatizacion
7 Facilidad de 1 2 3 1 2
Manejo
8 Peso 2 3 3 3 1
9 | Disponibilidad de 1 3 3 1 3
Repuestos
10 Tamano 2 2 2 2 1
Suma Total 14 25 26 13 22

Funciones para el estimulo mecanico de esfuerzos cortantes

Analogamente al caso de la parte del sistema que genera estimulos mecani-
cos de elongacién, se detallan las funciones correspondientes para convertir las
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entradas del sistema en salidas y asi generar esfuerzos cortantes. Estas funcio-
nes estan representadas en la Fig. 5.5.

» Transformar: Esto permitira convertir la energia proveniente del exterior del
sistema en movimiento.

= Accionar: Esto permitira la apertura o cierre del flujo de energia a lo largo
del sistema.

= Fluir: Esto permitira generar los esfuerzos cortantes en la superficie celular.

= Configurar: Esto permitira configurar las magnitudes de los esfuerzos cor-
tantes en las células. Esto depende del tipo de célula.

= Controlar: Es realizado por la unidad de control principal procesando sefna-
les de entrada y salidas al sistema.

= Transformar salid
I alidas:
Entradas: Accionar  [ToT " > Movimient
ovimiento
EizilE ) L Fluir | T - Energia
S 0 —' - Sefiales
.| Leyenda:
--------------------------- Controlar S
Energia —
Informacién ------

FIGURA 5.5: Estructura de las funciones para la parte del sistema
que genera esfuerzos cortantes en la superficie de cultivo celular.

Matriz morfolégica para el estimulo mecanico de esfuerzos cortantes

Tomando como base la estructura de funciones para la parte del sistema que
genera el estimulo mecanico de esfuerzos cortantes, se desarroll6 la matriz mor-
fologica (ver Fig. 5.6). Para cada funcion se presentan como maximo cuatro op-
ciones diferentes.



Capitulo 5. Metodologia

29
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FIGURA 5.6: Matriz morfolégica de la parte del sistema que genera
estimulos mecanicos de esfuerzos cortantes.

Definicion del concepto de solucién para el estimulo mecanico de esfuer-

zos cortantes

Con la matriz morfolégica se procedié a definir los Conceptos de Solucion
C.S., teniendo en cuenta las diferentes opciones presentadas y buscando la ma-

yor variabilidad de conceptos.

Con los C.S. ya definidos, se evaluaron numéricamente cada uno de estos en
funcidn a criterios técnicos y econdémicos (ver Tabla 5.2). Se siguié la norma VDI
2225: 0 = No satisface, 1 = Aceptable, 2 = Suficiente, 3 = Bien y 4 = Muy bien

(Ideal).

5.1.3. Diseno preliminar

Luego de obtener el concepto de solucion 6ptimo, se procede a profundizar
en el detalle de este. En primer lugar se presentara el Procedimiento de Usuario

y luego el Procedimiento de Funcionamiento.

Procedimiento del usuario

Dependiendo del estimulo mecanico requerido, se usara el sistema corres-

pondiente:
Para el caso de elongaciones:

= Se coloca el sistema dentro de la cabina de flujo laminar.

= Se enciende el sistema de presurizacion.
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TABLA 5.2: Tabla de evaluacion de conceptos de solucion de la par-
te del sistema que genera estimulos mecanicos de elongacién. C.S.
Concepto de Solucion. C.S.: Conceptos de Solucion.

Nro | Criterios Técnicos | C.S.1 | C.S.2 | C.S.3|C.S.4 | CS.5
y econémicos
1 Facilidad de 2 2 2 1 1
Ensamblaje
2 Costo de 2 2 3 1 1
Tecnologia
3 Costo de 1 1 2 1 1
Operacion
4 Seguridad 0 2 2 0 2
5 Estabilidad 0 2 2 0
6 Posibilidad de 2 2 2 1 1
Automatizacion
7 Facilidad de 1 2 2 1 1
Manejo
8 Peso 2 2 3 3 3
9 Disponibilidad de 2 2 3 2 2
Repuestos
10 Tamano 2 2 2 2 2
Suma Total 14 19 23 12 16

= Se configura manualmente la magnitud de elongacion deseada.
Para el caso de esfuerzos cortantes:
m Se coloca el sistema dentro de la cabina de flujo laminar.

= Se enciende el sistema de generacién de flujo (el fluido usado es medio de
cultivo).

= Se configura manualmente la magnitud del flujo.

Procedimiento de funcionamiento

Dependiendo del estimulo mecanico requerido, se usara el sistema corres-
pondiente:
Para el caso de elongaciones:

= | a magnitud de elongacién sera almacenada en el Arduino.

= E| Arduino, controla, mediante sefiales analégicas bombas de presuriza-
cion.
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= Las bombas de presurizacion, actian sobre las camaras y consecuente-
mente en la membrana donde se ubica el cultivo celular.

Para el caso de esfuerzos cortantes:

» La magnitud del flujo sera configurada manualmente en la bomba peristati-
ca.

= |La bomba peristéltica, genera el flujo que es transportado mediante tubos
hacia la plataforma.

m Debido al disefio de la plataforma, este flujo genera esfuerzos cortantes
sobre la superficie del cultivo celular.

Diseno preliminar

Debido a que ya se tiene seleccionado el Concepto de Solucién Optimo para
cada excitacion mecanica requerida, es decir: elongacion y esfuerzo cortante; se
prosigue con el desarrollo de Disefios Preliminares que estan enmarcados en es-
te Concepto de Solucién Optimo con un enfoque mas detallado en los componen-
tes fisicos de la plataforma a proponer. Estos disefios preliminares se muestran
en la Tabla 5.3, en donde se observa que cada fila corresponde a un componente
del sistema de microtitulacion y cada columna a una posible solucion disponible.
En la Tabla 5.4, se muestra la Evaluacién Técnico Econdémica de los Disefios
Preliminares indicando que el Disefio Preliminar 3 es el éptimo y se usara para
obtener el sistema de microtitulacion con el diseno geométrico optimizado que
permita generar excitaciones mecanicas homogéneas.

TABLA 5.3: Disefios Preliminares teniendo como base el Concepto
de Solucién Optimo. D.P.: Disefio Preliminar.

D.P. 1 D.P. 2 D.P.3
Base Acero Inoxidable Silicona VeroClear
Sistema de Estructura de Estructura de Estructura de
Silicona Silicona Silicona
Tapa Comercial Comercial Tapa disenada con
perfil optimizado
Camara de Membrana Membrana Membrana
Presurizacion Optimizada Optimizada Optimizada
Fluidica Canales Internos | Canales Internos | Canales Internos
Procesador Arduino Mega Arduino Mega Arduino Mega
Sensores De presion De presion De presion
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TABLA 5.4: Evaluacién Técnica y Econémica de los Disefios Preli-
minares planteados en la Tabla 5.3. D.P.: Disefio Preliminar.

Nro | Criterios Técnicos | D.P.1 | D.P.2 | D.P.3
y econdémicos
1 Facilidad de 2 2 2
Ensamblaje
2 Costo de 1 2 2
Tecnologia
3 Costo de 1 1 1
Operacion
4 Seguridad 1 0 2
5 Estabilidad 2 0 2
6 Posibilidad de 2 2 2
Automatizacion
7 Facilidad de 1 2 3
Manejo
8 Peso 1 2 2
9 Disponibilidad de 1 2 3
Repuestos
10 Tamanho 1 2 2
Suma Total 13 15 21

5.1.4. Principios de accionamiento

Luego de identificar los requerimientos de disefo y desarrollar la metodologia
presentada lineas arriba, se ha obtenido un Proyecto Optimo (Disefio Preliminar
3). Entonces, se procede a seleccionar la tecnologia base mediante la cual sea
posible cumplir con los requerimientos mencionados. A continuacion, se explican
las técnicas de accionamiento elegidas:

Accionamiento mecanico mediante presurizacion de la superficie del siste-
ma de microtitulaciéon para generar elongaciones

Como se explico en el capitulo anterior, existen varios tipos de accionamiento
que pueden generar un campo de elongaciones de la matriz extracelular e indi-
rectamente un campo de elongaciones en las células bajo analisis. Sin embargo,
para este proyecto de tesis se ha elegido el accionamiento neumatico debido
al, relativamente, sencillo disefo necesitado, es decir, la implementacién no re-
quiere el uso de técnicas de fabricacién digital avanzada, y a la no necesidad de
contacto directo entre el medio o células y el fluido presurizado a utilizar [57].
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Accionamiento mecanico mediante flujos que generen esfuerzos cortantes
en la superficie celular

La generacion de esfuerzos cortantes sobre las superficies de cultivo debe
ser realizada de tal forma que no necesite de un contacto directo entre esta y
un soélido. Por lo tanto, se usaréa la generacion de flujos como principio de accio-
namiento. En este sentido, el disefio geométrico del sistema de microtitulacién
propuesto debe ser capaz de definir un volumen por el cual se desarrolle un flu-
jo que genere esfuerzos cortantes sobre la superficie de cultivo. El fluido usado
para la generacion de estos esfuerzos serd el medio de cultivo requerido para
el crecimiento celular, aunque para esta tesis se verificara el funcionamiento con
agua destilada y desionizada.

5.1.5. Materiales

Los materiales de la plataforma propuesta deben soportar el proceso de es-
terilizacion mas empleado en los laboratorios, este proceso de esterilizacion es
el autoclavado. Segun la norma AAMI TIR17, 2017 [23], los elastémeros de sili-
cona son uno de los materiales compatibles con este proceso, ademas, debido
a que el sistema debe tener poca resistencia a la deformacién para aumentar la
eficiencia energética del sistema, este material se convierte en el mas apto para
el propésito de la investigacion.

Entre los elastomeros mas usados se encuentran el Sylgard 184 y la fami-
lia comercial de las siliconas Vulcanizadas a Temperatura Ambiente (RTV, por
sus siglas en inglés) de grado alimenticio. Las pruebas iniciales seran realizadas
usando la silicona RTV1500 y el prototipo final se fabricara con el Sylgard 184,
debido al mayor costo de este ultimo.

5.1.6. Proceso de manufactura

Para fabricar los componentes de la plataforma propuesta, los cuales tienen
al elastémero de silicona como su componente principal, se emplearan los pro-
cesos de mezcla, aplicacion de vacio y curado del polimero. A continuacion se
presenta a detalle este procedimiento:

» Se calcula la cantidad de masa necesaria para fabricar el componente de-
seado.
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= Dependiendo del tipo de elastémero de silicona, se realiza una mezcla me-
canica de sus componentes en las proporciones en masa dadas por el fa-
bricante. Usualmente el producto de la silicona viene en dos componentes:
los mondmeros y el agente polimerizador.

= Luego, la mezcla se somete al proceso de extraccién de burbujas mediante
la aplicacién de vacio.

» Completada la extraccién de burbujas, la mezcla es colocada en un reci-
piente con la forma negativa del disefo deseado, y después del periodo de
curado a la temperatura indicada por el fabricante, se obtiene el componen-
te final.

Para la ultima etapa del procedimiento de manufactura y lograr los componen-
tes finales, son necesarios unos componentes intermedios llamados moldes. La
fabricacion de estos moldes puede ser realizada por diversos métodos, sin em-
bargo debido a la facilidad y rapidez de prototipado se ha elegido a la fabricacién
digital aditiva como el proceso de manufactura mas adecuado para estos.

5.1.7. Resolucidn de la fabricacion digital aditiva tradicional

Para la fabricacion de los moldes se usard la fabricacion digital aditiva o tam-
bién denominada impresion 3D. Por ello, se deben tomar en cuenta las especifi-
caciones técnicas generales relacionadas a la resolucion maxima posible de una
pieza fabricada mediante este método y asi adaptar las dimensiones minimas
permisibles y los calculos necesarios para obtener el disefio optimizado final.

En este sentido, se sabe que en las impresoras 3D convencionales, la re-
solucién de la impresién se divide en dos direcciones, en la direccion del plano
xy y la direccidén del eje z (vertical). Los valores nominales de estas resolucio-
nes son: 0.1 mm (altura de capa) y 0.4 mm (ancho de cabezal de la impresora),
respectivamente.

5.1.8. Diseno inicial y optimizacion
Diseno inicial

El primer paso para disefar la plataforma con los requerimientos de disefo
identificados, comprende el subsanar el requerimiento de la compatibilidad geo-
métrica de esta plataforma con los sistemas de microtitulacion comerciales. Con
el fin de lograr esto, la plataforma propuesta en esta tesis debe estar disefiada de
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acuerdo a estandares internacionales [72]. Sin embargo, como se requiere que
la plataforma propuesta se acople/apile con los sistemas actuales, se utilizan so-
lamente las dimensiones estandar de la base de un sistema de microtitulaciéon
comercial. Para ello, se propone trabajar con una plataforma compuesta de dos
componentes principales: la base con dimensiones estandares, que se acopla
con los sistemas de microtitulacion comerciales (ver el plano en el Anexo A) y
la parte interna, que tendra el disefio optimizado para generar excitaciones ho-
mogéneas en las superficies de cultivo. Para la parte interna, se elige usar un
sistema de 6x4 pocillos debido a la limitada resolucién de la impresién 3D de es-
critorio. Ademas, como el componente interno de la plataforma debe ser modular
se proponen médulos de 4 pocillos, por lo que se tendria 6 mddulos de 4 pocillos
(ver Figura 5.7).

FIGURA 5.7: Esquema base del sistema de microtitulacién propues-
to con seis modulos de cuatro pocillos.

Optimizacion

El disefo del sistema de microtitulacion propuesto tiene como objetivo obte-
ner una distribucion homogénea de esfuerzos cortantes, esfuerzos en traccién
y elongaciones sobre las células bajo estudio, las cuales estan adheridas en la
superficie plana. Sin embargo, el disefio estandar no logra esto; por lo que, con
el fin de obtener esto, se realiza una optimizacién topoldgica del disefio inicial
usando el software de célculo y simulacion por elementos finitos COMSOL 5.6.
Adicionalmente, debido a que, ambos principios de accionamiento estan dentro
de la mecanica no lineal, se usa el algoritmo SNOPT (Sparse Non Linear Optimi-
zer).
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Homogeneidad de esfuerzos cortantes

En primer lugar se realiza una optimizacion topolégica del volumen de control
del fluido que estara presente en cada pocillo (ver Figura 5.8) con el fin de que al
fluir este, se genere el campo de esfuerzos cortantes homogéneo en la superficie
celular del pocillo. Se usé el software de simulacion COMSOL Multiphysics, los
médulos CFD (Computer Fluid Dynamics) y Optimization; ademas se usa el tipo
de Interpolacion Darcy y Discretizacion Lineal. El material elegido como fluido es
agua ya que se aproxima en propiedades mecanicas (viscosidad y densidad) al
fluido real (medio de cultivo). Con estas configuraciones y eligiendo una correcta
funcién de optimizacién, es posible obtener una aproximacion de la forma del
volumen de control necesario para lograr esfuerzos cortantes homogéneos tanto
en direccidbn como en magnitud en la superficie de cultivo celular.

Volumen de Control
Fluido DMEM

Superficie celular

Pocillo

FIGURA 5.8: Seccidn transversal de un pocillo, en el esquema se
presenta los componentes de un pocillo del sistema de microtitula-
cion en el que actuan flujos.

Homogeneidad de elongaciones

En el sentido del campo de elongaciones en la superficie de cultivo celular,
se desea obtener el disefio optimizado de una membrana axisimétrica que me-
diante el accionamiento neumatico (de acuerdo a lo explicado al inicio de este
capitulo), genere el campo mas homogéneo en la superficie superior de esta (la
cual es la superficie de cultivo del pocillo). Para esto, se tomara el diseno inicial
de un pocillo representado en la Figura 5.9. Con este disefio inicial se realizara la
optimizacién usando el software COMSOL 5.6, el Disefio Paramétrico, el médulo
de Optimization/Shape Optimization con el método de optimizacion SNOPT.
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Superficie de cultivo celular
Pocillo Propuesto

Camara Neumatica

FIGURA 5.9: Esquema inicial de los componentes de un pocillo del
sistema de microtitulacion en el que actian presiones neumaticas.

Integracion de los resultados

Una vez obtenidos los disefos optimizados para ambas excitaciones mecani-
cas, estos se integraran en una sola plataforma con las dimensiones obtenidas
independientemente en cada optimizacién y las restricciones de fabricacion de-
bidas a la impresién 3D. Este diseno final se regira de acuerdo a los principios
de accionamiento ya discutidos anteriormente. El esquema general de todo el
sistema, se muestra en la Figura 5.10.

Desechos

Bomba Bomba de
Peristaltica  Presurizacion
Neumatica

Medio de
Cultivo

FIGURA 5.10: Representacién esquematica del sistema completo

para la generacién de esfuerzos cortantes mediante flujo y elonga-

ciones homogéneas. Se emplea una bomba peristéltica y una bom-
ba de presurizacién como fuentes de energia mecanica.
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5.2. Verificacion

En esta seccion, se procedera a presentar los experimentos que se realizaran
para verificar técnicamente el cumplimiento de los requerimientos identificados
al inicio de este capitulo. Estos experimentos permitiran la verificacion de la ho-
mogenenidad del campo de elongaciones y esfuerzos cortantes, la resistencia
térmica del material y la esterilidad del dispositivo.

5.2.1. Verificacion del campo de elongaciones en la superficie
de los pocillos

Se verifica el campo de elongaciones siguiendo el conjunto de procedimien-
tos para calcular las elongaciones de la prueba denominada bubble inflation. En
el cual, mediante una camara con la resolucion adecuada, se mediran las distan-
cias entre los puntos dibujados en la superficie del pocillo donde se cultivaran las
células. Con esta variacion de distancias se podra obtener el campo de elonga-
ciones de la superficie.

5.2.2. Verificacion del campo de esfuerzos cortantes en la su-
perficie de los pocillos

En el estado del arte se mencionan varios procesos para medir esfuerzos cor-
tantes en superficies sélidas generados por movimiento de fluidos. Las técnicas
mas usadas en el ambito académico son las épticas, las cuales miden cambios
de posicién o deformacion de elementos adicionales ubicados en el volumen de
control de la subcapa viscosa o laminar (espesor cercano al 10 % del didmetro
geométrico del ducto o canal). Los elementos pueden ser gotas de aceite, mi-
crovellosidades, entre otros. Sin embargo, el uso de estas técnicas escapa del
alcance de este trabajo de investigacion.

Para este proyecto de tesis el andlisis se realizara mediante el desarrollo de
simulaciones asistidas por computadora empleando el método de elementos fi-
nitos con el software Comsol 5.6. Para esto, en estas simulaciones se modela
el fluido con las propiedades mecanicas del agua ya que tiene caracteristicas
fisicas similares al medio de cultivo, el cual se propone como fluido final para la
implementacién y uso del sistema propuesto en la tesis.
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5.2.3. Resistencia térmica del material

Uno de los primeros procesos de verificacion se basa en validar la resistencia
térmica del material elegido, ya que el proceso de esterilizacion elegido es el
autoclavado. Para esto se realizara el analisis mediante Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) y Termogravimetria (TG). Ademas de
estas pruebas, se revisara cuantitativamente si el material sufre alguna variacion
en sus propiedades fisicas luego de realizar la esterilizacion por autoclavado,
para esto se realizaran ensayos de traccion bajo la norma ASTM D412-06a en
probetas del material elastomérico antes y después de ser expuestas al proceso
de esterilizacion.

5.2.4. Esterilidad de la plataforma propuesta

Para la validacién de la esterilidad lograda con el autoclavado, se usara el
andlisis cualitativo presentado en la norma ISO 11737-2 [22]. Se prepararan
muestras iniciales, con caracteristicas geométricas iguales al disefio final, a las
cuales se las sumergira en medio de cultivo en condiciones de cultivo celular
estandares y se evaluara al menos 12 campos bajo un microscopio Optico en
busqueda de algun microorganismo. Este ensayo se complementara mediante el
analisis por espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm. Ademas se
realizara otro ensayo que comprende el proceso de hisopado de estos materiales
para luego exponer el hisopo al cultivo en caldo de soya por dos dias, seguido de
una inspeccioén visual en busca de evidencia de crecimiento de microorganismos.
Seguidamente, se colocara el resultado de la incubacién en placas Petri con agar
para proceder a incubarlo por dos dias mas y finalmente realizar una inspeccién
visual.

5.3. Viabilidad Celular

La validacién funcional de la plataforma propuesta comprende el anélisis de
la viabilidad celular mediante el conteo de células por exclusion del tinte azul de
Tripan. Para este analisis, el control sera un sistema de microtitulacion comercial
y las condiciones de cultivo en las dos plataformas (comercial y propuesta) seran
las mismas. Estas condiciones de cultivo se presentan a continuacion:

» Las células se cultivaran en medio de cultivo en base a Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS, por
sus siglas en inglés), factores de crecimiento y antibioticos.
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= Debido a que la plataforma propuesta tiene dimensiones de pocillo de una
plataforma estandar comercial de 24, se usara esta ultima como control.

» La unidad minima de analisis es un pocillo, esto es debido a que la impre-
sidén 3D es usada como método de fabricacidn y tiene limitada repetitividad
para disefios con dimensiones del orden de las décimas de milimetro.

= El| periodo de cultivo sera de 72 horas con repique si es necesario para que
la confluencia celular no sobrepase 1x10° células/ml. Se medira la viabilidad
celular al finalizar el periodo de cultivo.

= |a densidad inicial de cultivo y después de cada repique (si es que lo hu-
biera) sera de 1x10° células/ml.

» Para contar, se usara Azul de Tripan 0.4 %. Se tomaran 10 ul de la suspen-
sién celular y se mezclara con 10 ul de Azul de Tripan .

Cabe resaltar que, para esta validacion, la plataforma propuesta no ejercera
ninguna excitacion mecanica sobre las células con el fin de que solo se comparen
los materiales y las geometrias de ambas plataformas.

Las células a analizar provendran de una linea celular comercial HL60 la cual
esta conformada por células mieloides humanas recuperadas de una muestra
de sangre periférica de una paciente con leucemia promielocitica aguda [73]. En
todos los ensayos (ensayos triplicados), se evaluara el % de viabilidad celular, de
manera que valores mayores a 70 % indicaran un bajo potencial de citotoxicidad
de acuerdo a la norma ISO 11737-2 [22].
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Capitulo 6

Resultados

Los resultados que se muestran en este capitulo vienen a corresponder con
las secciones y subsecciones del capitulo anterior. Los primeros resultados que
se muestran se relacionan con el soporte general de la plataforma, seguidamente
se presentan los resultados de la optimizacion para obtener los esfuerzos cortan-
tes y elongaciones homogéneas en la superficie, mostrando también el analisis
que lleva a elegir el disefio mas adecuado. Luego, se presenta la verificacion de
la homogeneidad de los campos mecanicos generados por el disefio optimiza-
do, el analisis de la resistencia térmica del material principal y la capacidad de
esterilizar cada componente del disefio optimizado; para finalmente presentar la
validacién mediante el analisis de la viabilidad celular del cultivo de una linea
celular comercial sobre el dispositivo.

6.1. Diseno del Soporte

Uno de los requerimientos de disefio es la integracion de la plataforma con los
sistemas de microtitulacién comerciales. Esto se puede validar, usando la base
propuesta, la cual tiene las dimensiones estandares (ver Anexo A, plano Disefio
de la base de la plataforma) y haciendo el encaje con una tapa comercial. Se
usaran dos materiales acero inoxidable (debido a su capacidad de soportar las
temperaturas de autoclavado, 120 °C) y Veroclear (debido a su transparencia).
Para fabricar la base de acero inoxidable se usé el proceso de fresado y la base
de Veroclear fue fabricada con la impresora Objet500 Connex 3 (perteneciente a
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la Sala VEO PUCP). Esta validacion cualitativa para la base de acero inoxidable
se observa en la Figura 6.1.

a) ! b) .
Tapa_ de S_lstem.a de

Sistema de Microtitulacion Comercial

FIGURA 6.1: Se presenta la base de la plataforma desarrollada. a)
Base, b) Tapa comercial sobre base propuesta, ¢) Tapa comercial
bajo base propuesta.

6.2. Optimizacion del Diseho

De lo presentado en el capitulo anterior, se usa el software COMSOL 5.6
como herramienta para el proceso de optimizacion con la finalidad de obtener
esfuerzos y elongaciones homogéneas. En primer lugar, se mostrara el procedi-
miento para obtener esfuerzos cortantes homogéneos y luego las elongaciones
homogéneas usando los principios de accionamiento de generacion de flujos y
accionamiento neumatico, respectivamente.

6.2.1. Esfuerzos cortantes homogéneos

Para el analisis del esfuerzo cortante, se procede a analizar la gradiente verti-
cal (eje y) de la velocidad horizontal en los ejes z (direccion del flujo) y x (direccidon
perpendicular al flujo que pertenece al plano horizontal). Esto es debido a que el
esfuerzo cortante en la superficie de cultivo celular se puede calcular como:

ou

T=U— (6.1)
5]/_1/:0

Donde 7 es el esfuerzo cortante, u es la velocidad en el plano horizontal y u
es la viscosidad dinamica del fluido.

Para analizar que componente de las gradientes horizontales de la velocidad
del flujo en la superficie para cultivo es la que tiene mayor influencia en la he-
terogeneidad del campo y asi definir la funcion de optimizacion adecuada que
permita minimizar esta influencia, se realiza en primer lugar el célculo por ele-
mentos finitos mediante la simulacién del disefio base mostrado en la Figura
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6.2a y se analizan los campos de esfuerzos generados en la superficie de cultivo
celular.

Graficando la gradiente vertical (eje y) de la velocidad horizontal en los ejes
xy z (ver Fig. 6.2b y Fig. 6.2c) se observa que la gradiente de velocidad u (di-
reccion del eje x) respecto a la vertical no es homogénea y varia desde —20 a
20x1073 1/s y la gradiente de la velocidad w (direccién del eje z) respecto a la
vertical es homogénea en la zona central de la superficie y posee una variacion
total de 0 a 50x10~3 1/s. Por lo tanto, la variabilidad del tensor resultante de las
componentes u y w de la gradiente respecto a la vertical posee gran influencia
de la componente u debido a que se identifica la existencia de componentes
en dos direcciones antiparalelas para esta componente. Entonces, tal como se
menciond lineas arriba, esto se tomara en consideracion para hallar las funciones
objetivos necesarias para la optimizacion topoldgica del contorno del volumen de
control y lograr la mejor homogeneidad en lo que respecta al campo mecanico
de esfuerzos cortantes sobre la superficie.
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FIGURA 6.2: a) Mallado del volumen total de flujo aplicado sobre

el diseno base del sistema de microtitulacion propuesto, b) Gréfica

de la gradiente de la velocidad u (eje x) respecto a la direccion y

c) Grafica de la gradiente de la velocidad w (eje z) respecto a la
direccion y.

Para la optimizacion se usaron las siguientes formulas que estan relacionadas
con el flujo en medio poroso:

p(UV)uU=~Vp+ V. (Vu+ (Vu)T) —a(y)u (6.2)

Vu=0 (6.3)

_ max(q(1—7))
a(y) = pa (6.4)
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_ K
Kmax — m (65)

En la expresion 6.2, se muestra la ecuacién de Navier-Stokes y en 6.3 se mues-
tra la condicién de conservacion de masa suponiendo un fluido incomprensible
(los célculos fueron realizados usando al agua como fluido). En 6.2, a(-y) carac-
teriza al flujo en un medio poroso y el factor de penalizacién usado para hallar
el volumen fuerza en la ecuacién de Navier-Stokes. Si « es cero, se corresponde
con un flujo libre y si a(y) es amaqy, €l flujo es restringido en la zona de estudio.
Se establece un valor de Da = 1x107° (si Da es préximo a 0, el material es
impermeable) y L=5mm (altura inicial del volumen de control del pocillo).

Se analizaron dos funciones objetivos definidas en el dominio de la superfi-
cie para cultivo celular con el fin de encontrar el mejor contorno posible para el
volumen de control. Ambas funciones objetivo son definidas bajo el operador de
maximizacion de la magnitud de la gradiente de velocidad en cada una de las
direcciones coplanares (u y w) a la superficie de cultivo.

Primera funcion objetivo: Componente u

Se propuso en primer lugar, utilizar una funcioén objetivo que maximize la mag-
nitud del promedio de la gradiente de velocidad de la componente u con respecto
a la vertical (eje y), debido a que de acuerdo a la Fig. 6.2b, se observa que esta
componente es la que tiene mayor influencia en lo que corresponde a la no ho-
mogeneidad de la superficie, por lo tanto maximizando la magnitud del promedio
de esta componente se logra un direccionamiento del campo de velocidad en la
direccion u, lo que conlleva a lograr campos mas homogéneos en la superficie,
debido a la naturaleza plana de esta. En la Fig. 6.3, se observan los resultados
obtenidos por el software.

Se observa en la Fig. 6.3 la solucion, sin embargo, debido a que la super-
ficie del contorno es abrupta o no suavizada (esto puede ser debido a que el
parametro L varia mientras la solucién va iterando y también al nimero maximo
de iteraciones configuradas), se procedera a disefar en software CAD la solu-
cién factible tomando en consideracién las limitaciones de la fabricacion digital
convencional (ver Fig. 6.4).

Segunda funcioén objetivo: Componente w

La siguiente funcion objetivo es en base a la maximizacidn de la magnitud de
la gradiente total de velocidad horizontal w con respecto a la vertical (eje y), esto
es debido a que la gradiente de la componente w (componente de la velocidad
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a) b) Gradiente de u, componente y (1/s)

mm mm

FIGURA 6.3: a) Optimizacién topoldgica del volumen de control

usando como funcién objetivo la maximizacién de la magnitud del

promedio de la gradiente de la componente u de la velocidad con

respecto a la vertical, b) Gréafica de la gradiente de la velocidad u

(eje x) respecto a la direccion y c¢) Gréfica de la gradiente de la ve-
locidad w (eje z) respecto a la direccion y.

a) b) Gradiente de u, componente y (1/s)

8 2 mm 0.16

mm s S 0 0.14

0.02

FIGURA 6.4: a) Andlisis computacional del disefio optimizado me-

jorado en un sofware CAD usando la maximizacion de la magnitud

del promedio de la gradiente de la componente u de la velocidad

con respecto a la vertical, b) Grafica de la gradiente de la velocidad

u (eje x) respecto a la direccion y, c) Gréfica de la gradiente de la
velocidad w (eje z) respecto a la direccion y.

paralela al flujo de ingreso) con respecto a y es la que posee mayor magnitud
y por lo tanto afectara mayoritariamente en los resultados del esfuerzo cortante
en la superficie. Con este resultado, el disefio fue mejorado en un software CAD
teniendo en cuenta las limitaciones de la fabricacion digital aditiva (ver Fig. 6.5).

Teniendo los dos resultados, i.e. Fig. 6.4 y Fig. 6.5; estos se deben comparar
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a) b) Gradiente de u, componente y (1/s)
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FIGURA 6.5: a) Analisis computacional del disefio mejorado en un

software CAD del disefio obtenido en COMSOL usando como fun-

cidén objetivo la maximizacion de la magnitud de la gradiente de la

componente horizontal w de la velocidad con respecto a la vertical

y, b) Grafica de la gradiente de la velocidad u (eje x) respecto a la

direccién y c) Gréfica de la gradiente de la velocidad w (eje z) res-
pecto a la direccion y.

con el fin de lograr una region de interés homogénea lo mas amplia posible,
para lo cual se analiza tanto la magnitud como la direccion de la gradiente en
ambos casos. En la Fig. 6.6 se muestran los dos graficos de lo mencionado
anteriormente.

a) b
(uyz+wf)*sign(uy)/0.04594(1 /sz) ) (uy2+w3f)*sign(uy)/2.54952(1/52)
mm 5 5 w 0.8
’ - 0.6

/ 5 mm T m
mm } 0 0.8 . y Y 0
# 5 06 1 5 0.4
5= g5 mm N /_\" N 02
. 0.4 1 0.5 mm 0
0.2
0.2 Vet -0.4

06
: 0
H y 08

- x} .2
0.2 *Jl~

FIGURA 6.6: Comparacién entre la magnitud y direccion del campo
de esfuerzos cortantes. El signo negativo del campo de esfuerzos
sefala que el vector de la gradiente de velocidad con respecto a
la velocidad se encuentra en el cuadrante (—x,y) y una magnitud
positiva se encuentra en el cuadrante (x,y) a) Optimizacién 1 y b)
Optimizacion 2. En los dos casos los valores resultantes fueron nor-
malizados para mejor comparacion de resultados.

De la Fig. 6.6, se observa que el campo de esfuerzos cortantes en la superfi-
cie tiene magnitud y direccion homogéneas en la optimizacion 1, mostrada en la
Fig. 6.4 y por otro lado, la direccién de los esfuerzos cortantes en la optimizacién
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2 es variable y simétrica con respecto al centro geométrico de la superficie de
cultivo celular. Por lo tanto, el disefo obtenido en la optimizacion 1 es el elegido
para obtener el campo de esfuerzos cortantes con mayor homogeneidad.

6.2.2. Elongaciones

Ademas del requerimiento de que el sistema propuesto genere esfuerzos cor-
tantes homogéneos en la superficie de cultivo, también se requiere que este sis-
tema pueda generar el campo de elongaciones en la superficie de cultivo mas
homogéneo posible mediante el accionamiento neumatico. Para esto, se analiza
el campo de deformaciones en coordenadas cilindricas de un pocillo de espesor
constante de 3 mm y 15 mm de didmetro a una presién de 75 kPa. En la Fig.
6.7, se muestra las simulaciones correspondientes a los campos de elongacio-
nes obtenidos mediante simulacion en el software COMSOL y se observa que
el campo de elongaciones en la componente radial (ver Fig. 6.7a) y la compo-
nente vertical (ver Fig. 6.7b) son las que mas influyen en la heterogeneidad del
campo de elongaciones global. Esto es debido a que representan directamente
a las deformaciones de la curvatura generada al presurizar la membrana. Por lo
gue se define la funcion objetivo con el fin de minimizar esta curvatura, median-
te la minimizacién de la componente vertical y maximizacion de la componente
radial (no se toma en consideracion la componente angular o azimutal ya que es
axisimétrica).

a) ... Componente radial b) mComponent% vertical

0.1

| {0.05

0.0§
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3 — "\ 0.04

E
/ too2
L N e |
- \ ~N é
y
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Xe l >

FIGURA 6.7: Campo de elongaciones superficiales del pocillo sin

optimizacién: a) componente radial, b) componente z y ¢) la compo-
nente 6.
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Para esto se usa el software COMSOL 5.6, el Disefio Paramétrico y el médulo
de Optimization/Shape Optimization. EI método de optimizacion fue SNOPT y la
funcion objetivo fue maximizar el valor de g, siendo

q= 2‘7maxR — Jmaxz (66)
Gmaxr = maxopl(solid.eR?) (6.7)
Gmaxz = maxopl(solid.eZz) (6.8)

Donde solid.eR y solid.eZ son los valores de elongacién en el eje radial y ver-
tical respectivamente, maxopl es la funcion definida como el valor maximo en
la region S (ver Figura 6.8) y los coeficientes 2 y 1 que acompanan a gu,xr y a
dmaxz €N la ecuacion 6.6 brindan los pesos que representan la influencia de cada
uno de estos factores en la funcidn objetivo. La superficie S’ no fue incluida en el
analisis debido a que forma parte de la optimizacion de la homogeneidad de los
esfuerzos cortantes que resulta en un redondeo mostrado en la Fig. 6.4. Adicio-
nalmente, para la iteracion computacional se establecié como paso dimensional
el valor de 0.5 mm, debido a las restricciones dadas por la fabricacién digital
aditiva.

3.5

RI

r=0 mm
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 5 65 7 75 8

FIGURA 6.8: Disenio paramétrico radial 2D del pocillo de radio 7.5

mm. La superficie S+S’ es el radio de la base circular del pocillo en

donde estaran ubicadas las células. La region restante R’ es la que

sera optimizada usando Shape Optimization en COMSOL y con la
funcion objetivo ya descrita.

Luego de los célculos computacionales de optimizacién, se observan los re-
sultados en la Figura 6.9, en donde en la parte a, se observa la optimizacion de
la forma de la regién R’y en las partes b, c y d se presenta graficamente el tensor
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de elongaciones en cada coordenada cilindrica. Cabe mencionar que se realiza
el analisis usando coordenadas cilindricas debido a que la superficie de adicion
celular es de area circular y la zona fija (sin movimiento) es el borde circular.

a) b) Componente radial w052

3 2 I
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FIGURA 6.9: Resultados de la optimizacién de la forma de la regién

R’ (ver Fig. 6.8). a) Forma optimizada, b) tensor de elongaciones de

la componente radial, c) tensor de elongaciones de la componente
vertical y d) tensor de elongaciones de la componente angular.

6.3. Verificacion del Diseno Final del Sistema de
Microtitulacion

Después de obtener los disefios optimizados para la generaciéon de esfuerzos
cortantes y para las elongaciones homogéneas de forma separada, se procede
a integrarlos en un solo disefio modular de cuatro pocillos. El disefio de estos se
muestra en la Fig. 6.10, en donde se tiene que con el objetivo de definir el volu-
men de control del flujo con la forma obtenida en la optimizacion (ver Fig. 6.4),
se debe disenar un segundo componente que tenga el perfil de la parte superior
de esta (Tapa con perfil de la Fig. 6.10). Los planos del disefio optimizado se
encuentran en el Anexo A. En el Anexo en mencidn, los planos denominados Di-
seno Optimizado y Disefio Optimizado Tapa presentan las dimensiones basicas
obtenidas en el proceso de optimizacion; y el plano denominado Mdédulo de 3x4
pocillos y Tapa muestra los disefios de un mdodulo de doce pocillos, este mddulo
basicamente consiste del ensamblaje de tres médulos de cuatro pocillos agre-
gando perfiles que ayudan a obtener el sellado entre la base y la tapa y que no
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exista escape de fluido, cuyos disefios se muestran en los planos Sujetador y
Rigidizador.

b)
Tapa con perfil

Superficie de
Cultivo Celular

Camara de presurizacion
Volumen de control del

Membrana Dentada

FIGURA 6.10: Esquematico de un médulo de cuatro pocillos de la

plataforma propuesta en base a las optimizaciones realizadas, en

las figuras, el volumen rojo representa el volumen del fluido y el

volumen azul representa el volumen de fluido presurizado. a) Vista
isométrica, b) vista inferior y c) vista frontal.

6.3.1. Fabricacion
Moldes

Para fabricar el disefio optimizado, de acuerdo a lo expresado en el capitulo
de la metodologia, se procede a modelar en 3D los moldes y fabricarlos usando
manufactura digital aditiva. Se probaron dos impresoras 3D: Anycubic i3 Mega y
Objet 500 Connex i3, con el fin de evaluar si el grado de rugosidad de las paredes
de los moldes impresos afecta la transparencia del sistema. Cabe mencionar que
los moldes fabricados con la impresora Connex i3 deben ser post-procesados
después de ser impresos. Este post-procesamiento consiste en: Limpiar las su-
perficies del molde con alcohol isopropilico y luego calentar las piezas a una
temperatura de 90 grados Celsius por 24 horas. Esto permite que los residuos
de resina en la superficie del molde puedan evaporarse lo que causa que ya no
exista inhibicion de la polimerizacién, un problema muy comun encontrado en los
moldes impresos en resina.
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Materiales y mezclas usadas

Como ya se mencion6 anteriormente, se ensayaron dos materiales: RTV 1500
y Sylgard™184. Para las mezclas usadas en la polimerizacién, en el caso del
RTV 1500 se utiliz6 una mezcla 1:1 en peso y para el Sylgard™184 se ensa-
yaron tres relaciones de mezcla pre-polimero:agente polimerizador: 10:1, 20:1 y
30:1 en peso, debido a que se encontrd que la relacién 10:1 brinda inconvenien-
tes en el proceso de desmoldeo causados por la geometria de los moldes. En
la siguiente tabla (ver Tabla 6.1) se muestra la comparacion entre la facilidad de
desmoldeo y los mddulos de elasticidad de estas tres mezclas de Sylgard™184.
Con la tabla presentada, se observa que las mezclas con proporciones en peso
de 20:1 a mas, poseen moédulos de elasticidad menores a 500 kPa, este médulo
de elasticidad esta en el rango de los mddulos de elasticidad de los tejidos blan-
dos [74]. Por lo tanto, para el sistema propuesto se eligioé la mezcla 20:1, aunque
también se ha probado con la mezcla 30:1. Esta eleccién depende del médulo
de elasticidad deseado en el soporte fisico, lo cual a su vez depende de cual es
el ambiente adecuado para la célula a estudiar.

TABLA 6.1: Caracteristicas de las diferentes mezclas en peso del
Sylgard™184.

Mezcla Sylgard 184 Facilidad de moldeo Moédulo de elasticidad
Polimero:Agente | para el sistema propuesto

10:1 No 1.32-2.97 MPa [75]
20:1 S 500 kPa [76]
30:1 St 100 kPa [76]

Ensamble del sistema completo

Debido a la existencia de varios componentes, estos se ensamblaran usando
el mismo polimero antes de curarse. Los planos del disefio de los moldes se en-
cuentran en el Anexo B tanto para el modelo basico optimizado y el modelo que
se usa en el sistema de microtitulacion. Ademas, en la Fig 6.11 se muestra el pro-
ceso de ensamble con los respectivos moldes en versidn simplificada (no son los
moldes reales sino una version simplificada para entendimiento del proceso de
ensamblaje) y en la Fig. 6.12 se muestra el disefio del componente superior (ver
Anexo A). Este componente superior consiste de 3 sub-componentes: La tapa de
Sylgard, cuyo molde se muestra en la Fig. 6.12a y el resultado en la Fig.6.12b, el
rigidizador de la tapa fabricado de PLA (ver Fig. 6.12c) y los sujetadores de PLA
(ver Fig. 6.12d).
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El resultado final del proceso de fabricacién se muestra en la Fig. 6.13 en
donde en Fig. 6.13a se presenta la base de acero inoxidable y el sistema de
microtitulacion de 6x4 pocillos de Sylgard 184 y RTV 1500, en la Fig. 6.13b se
presenta el sistema de microtitulacion completo con la base de Veroclear y poci-
llos de Sylgard 184 y RTV 1500, en la Fig. 6.13c se presenta el sistema completo
con tapa comercial y en la Fig. 6.13d se presenta el sistema propuesto con la tapa
disefiada sin rigidizador ni sujetadores. En la Fig. 6.14 se muestran las posibles
opciones de uso del sistema propuesto tanto para ejercer esfuerzos cortantes y
elongaciones y en la Fig. 6.15 se muestra el proceso de armado de la plataforma
con todos los componentes presentados. Finalmente, en la Fig. 6.16 se presenta
el sistema propuesto con la tapa de Sylgard (ver Fig. 6.16a) y el sistema comple-
to (ver Fig. 6.16b). La prueba del funcionamiento del disefio completo fue usando
agua colorada como fluido.

molde canal
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canal
izquierdo

molde camara

camara
> canal
N

derecho
D T \

/"//
molde canal
derecho

molde base

FIGURA 6.11: Proceso de integracion y ensamble del disefio opti-
mizado de un médulo de 4 pocillos. Esquema de ensamblaje con
moldes simplificados para el entendimiento.
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FIGURA 6.12: Partes del componente superior de la plataforma pro-
puesta. a) Molde para tapa del sistema propuesto, b) tapa final de
Sylgard 184, c) rigidizador de tapa y d) sujetador de tapa.

RTV1500 «¢)

Sylgard 184

FIGURA 6.13: Sistema de microtitulacion propuesto. a) Base de

acero inoxidable y micropocillos de polimero elastomérico Sylgard

184 y RTV1500, b) base de Veroclear y micropocillos de polimero

elastomerico Sylgard 184 y RTV1500, c) sistema mostrado en b)

con tapa comercial y d) sistema mostrado en b) con tapa disefiada
sin rigidizador ni sujetadores.

6.3.2. Verificacion del campo de elongaciones homogéneas y
esfuerzos cortantes

Elongaciones: Comparacion entre el disefo optimizado y el disefio base

En este apartado se comparan los campos mecanicos de elongaciones gene-
rados por dos disefos en el sentido de analizar la homogeneidad en magnitud de
estos, para lo cual se fabrican dos tipos de pocillo, el primero posee superficies
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FIGURA 6.14: Esquemaético de las posibles opciones de funciona-
miento. Las flechas representan la direccion del flujo.

a) ] b) rigidizador
moédulo

is I (e O )

[ j )
sujetador sujetador \‘

— P —

FIGURA 6.15: Esquematico del proceso de armado de la platafor-

ma propuesta para el modo de generacion de esfuerzos cortantes.

a) Colocar el moédulo en la base de Veroclear, b) ubicar la tapa de

Sylgard 184 (ver Fig. 6.12b) y luego el rigidizador, c) colocar a pre-
sién los sujetadores.

planas tanto en la parte superior (superficie de cultivo) como la inferior (superficie
en contacto con el aire presurizado) y el otro disefo fabricado tiene las dimen-
siones y forma del disefio optimizado. El disefio plano, tiene 1.8 mm de espesor
constante, esto debido a que se busca lograr la misma cantidad de material en
los dos pocillos bajo analisis. Ademéas ambos disefios fueron fabricados usando
el material Sylgard 184.

Para realizar la comparacion se usa procesamiento de imagenes, para esto
se usa y adapta la informacién proporcionada en [77] y se usan las vista superior
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FIGURA 6.16: Sistema de microtitulacion propuesto bajo la genera-

cion de esfuerzos cortantes. a) Con tapa disefiada colocada sobre
el sistema fabricado de Sylgard 184 sin rigidizador para observar el
flujo y b) con rigidizador. En estas pruebas se usa agua colorada.

y lateral de cada pocillo. Para la vista superior se marca un grid de puntos en la
superficie superior y se analiza la elongacion radial generada a diferentes pre-
siones y para la vista lateral se obtiene el perfil de la curvatura generada a esas
mismas presiones.

En la Figura 6.17 se presentan tres graficas en las que se comparan las elon-
gaciones radiales (ver Fig. 6.17a), las elongaciones radiales normalizadas (ver
Fig. 6.17b) y el perfil generado en el eje vertical de la superficie superior (ver Fig.
6.17c) del disefio base fabricado, del disefio optimizado fabricado y también los
resultados de la simulacién del disefio optimizado. También se observa en la Fig.
6.17d el perfil generado al aplicar 30 kPa de presion en la camara neumatica del
disefio optimizado fabricado y en la Fig. 6.17e se muestra el grid analizado luego
de la aplicacién de un filtro de Sobel para la deteccién de bordes y el filtro de
mediana de este mismo disefo.

Para analizar cual es el radio maximo de la regién de interés con homoge-
neidad, se analiza el valor del radio a una atenuacion de 0.7 en la gréfica de la
elongacion radial normalizada (ver Fig. 6.17b). Se observa que la homogeneidad
del campo de elongaciones aumenta, en lo que se refiere al radio de la regién de
interés, desde 4.5 mm a 6 mm aproximadamente. Por lo que el area de homoge-
nizacion aumenta a 177 %. También se observa que tanto el disefio optimizado
fabricado como los resultados de la simulacién de este disefio son similares.
Sin embargo, en las zonas cercanas a la pared de los pocillos se muestran di-
ferencias entre estos dos resultados, esto es debido a que el modelamiento en
la simulacién es diferente a lo observado en la realidad; sobre todo en lo que
respecta al comportamiento de las aristas de la superficie de cultivo.
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FIGURA 6.17: Andlisis del disefio base (circulos), el disefio optimi-
zado fabricado (triangulos) y el simulado (cuadrados). a) Gréfica de
elongaciones radiales, b) grafica de elongaciones radiales normali-
zadas, c) perfil de la vista lateral del pocillo a diferentes presiones
neumaticas, d) ejemplo de imagen filtrada usando deteccién de bor-
des de la inflacién de la membrana optimizada para cultivo celular
y e) ejemplo de imagen procesada del conjunto de marcas a 0 y 30
kPa para el calculo de las elongaciones radiales. Los dos disefios
fueron fabricados con el material Sylgard 184.

Esfuerzos Cortantes: Comparacion entre el disefio optimizado y el disefo
base

Finalmente, se realiza una comparacion entre los campos mecanicos de es-
fuerzos cortantes obtenidos en la superficie celular de un micropocillo en el di-
sefo base (ver Fig. 6.2) y en el disefio optimizado (ver Fig. 6.4). De acuerdo a
lo presentado en el capitulo de la Metodologia, esto se realiza mediante la com-
paracion de los resultados computacionales empleando el analisis por el método
de elementos finitos.

En la Figura 6.18, se observan estos dos campos de esfuerzos cortantes nor-
malizados generados por estos dos disefos. Se eligieron dos limites: 0.7 (prime-
ra atenuacion de la magnitud maxima) y 0.5 (segunda atenuacion de la magnitud
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maxima) como umbrales minimos. El umbral de 0.7 esta representado por la li-
nea continua verde y el umbral de 0.5 por la linea continua negra. Se observa
aproximadamente que en la Figura 6.18a se tiene un area de 25 mm? y en la Fi-
gura 6.18b un area de 63 mm?. Con estos valores aproximados se puede concluir
que se obtiene un incremento al 250 %.

Ademas de este incremento también se compara la magnitud maxima de es-
fuerzo cortante que se puede desarrollar. En el caso del disefo base (sin optimi-
zar) se obtiene del calculo computacional que el maximo valor del esfuerzo cor-
tante es 0.00259u y para el caso del disefio optimizado es de 0.05465y; donde
1 es la viscosidad dinamica del fluido. Se obtuvo un incremento de aproximada-
mente 21 veces el valor inicial.

a) Esguerzos Cogtantes de]SDiseﬁo Inicial b) Esfue:gzos Cortaontes del Dg'seﬁo Optimizado
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FIGURA 6.18: Comparacién entre la magnitud del campo de esfuer-

zos cortantes. En los dos casos, los valores resultantes fueron nor-

malizados para mejor comparacién de resultados y ademas se tiene

un umbral minimo de 0.7 (linea verde) y 0.5 (linea negra). a) Campo

de esfuerzos en el disefio sin optimizar y b) campo de esfuerzos en
el disefio optimizado.

6.4. Analisis del Material Usado para el Componen-
te del Médulo de Pocillos de la Plataforma

En el capitulo anterior se menciona que el material elegido para las pruebas
es de tipo polimero elastémero. De acuerdo a las especificaciones técnicas del
producto adquirido, el material posee una resistencia térmica de hasta al me-
nos 120 °C. Sin embargo, se realizaron estudios de Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) y de ensayos de traccion, con el fin de
comprobar que ni la sintesis, la fabricacién, curado ni autoclavado afecten esta
propiedad.
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6.4.1. Ensayo por calorimetria diferencial de barrido

En primer lugar, se analiz6 mediante el ensayo de calorimetria diferencial de
barrido la resistencia térmica del material a la degradacion. Para esto, el primer
material analizado es el RTV1500, ya que no posee hoja de datos, para este
polimero se ensayaron tres diferentes técnicas de sintesis. La primera sintesis
fue la convencional, usando relaciones de 1:1 en masa y con la aplicacion de
vacio, -0.95 bar (ver Figura 6.19), en la segunda sintesis se usoé la relacion 1:1
en masay sin la aplicaciéon de vacio (ver Figura 6.20), y en la tercera se us6 una
relacion inexacta en masa y sin el uso del sistema de vacio (Figura 6.21).
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- 0/ i | exd |
100.00 - 0.74 % Cambio de masa 600 [0-20
T TN TN o e 0.00
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96.00 o
/ | 4.00
1| Pi +4.00 |-0.40
94.001 | pjco: 27.7°C
92.00 | 060
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90.00 0.80
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88.00 100
86.00 1 / | P
afe \ / y
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FIGURA 6.19: Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido del

polimero RTV1500, sintetizado en relacién 1:1 en masa y a un va-

cio de -0.95 bar. Se observa una variaciéon de -0.74 % a aproxima-
damente 320 °C.

De las Fig. 6.19, 6.20 y 6.21 se concluye que la sintesis polimérica del RTV1500
con relacién de masa 1:1 realizada con balanza analitica y con vacio de -0.95
bar logra mejor resistencia térmica; para este caso se obtiene un decaimiento en
masa de 0.74 % a aproximadamente 320 °C. Este procedimiento de sintesis es
el que es usado en el proceso de fabricacidn final, debido a que el proceso de
esterilizacion indicado para el producto es el de autoclavado el cual genera un
ambiente de aproximadamente 120 °C.

En otro sentido, también se realiz6 el ensayo de Calorimetria Diferencial de
Barrido del material Sylgard 184. En este caso, la preparacién de este material
fue usando una proporcién en peso de 20 a 1 (mencionado anteriormente) y en
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FIGURA 6.20: Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido del
polimero RTV1500, sintetizado en relacién 1:1 en masa sin vacio.
Se observa una variaciéon de -0.27 % en masa a aproximadamente
200 °C.
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FIGURA 6.21: Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido del

polimero RTV1500, sintetizado en relacion random en masa al va-

cio. Se observa una variacion de -0.53 % en masa a aproximada-
mente 200 °C.
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vacio de -0.95 bar (debido a los resultados obtenidos en el caso del RTV1500).
La comparacion se realizé entre el polimero autoclavado y no autoclavado cuyos
resultados se muestran en las curvas de la Fig. 6.22.
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6.4.2.

FIGURA 6.22: Resultados de Calorimetria Diferencial de Barrido del
material Sylgard 184 antes (linea roja) y después (linea morada) del
autoclavado.

Ensayo de transparencia

Se requiere que el sistema propuesto tenga la suficiente transparencia para
poder usarse con microscopia. Por ello, se compard, cualitativamente, la trans-
parencia de los dos materiales: Sylgard 184 y RTV1500, usando el microscopio
vertical 6ptico Olympus CX31. Para esto, como punto de analisis se usa un punto
de tinta de plumdn permanente. En la Fig. 6.23 se muestran los resultados obte-
nidos donde se observa menor opacidad en la plataforma fabricada de Sylgard

184.

6.5. Ensayos de Esterilidad

Luego de realizar la evaluacién visual de los dos materiales (Sylgard 184 y
RTV 1500), se decidi6 trabajar con el material Sylgard 184 debido a su menor
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FIGURA 6.23: Analisis de Transparencia. a) Material RTV1500, b)
material Sylgard 184.

opacidad. Entonces, se procedié a realizar las evaluaciones de esterilidad de
este y de los materiales componentes de las piezas que intervienen en la fabri-
cacion del sistema de microtitulacion propuesto.

Primero, se defini6 el protocolo de esterilizacion adecuado para estos mate-
riales. Cabe mencionar que siguiendo la norma ISO 11737-2, se emplean pro-
betas que tengan los diserios finales o caracteristicas geométricas similares a la
plataforma propuesta. Se probaron tres protocolos de esterilizacion, los cuales
se mencionan a continuacion:

= Protocolo de Esterilizacién 1: El primer protocolo probado consiste en la
limpieza y desinfeccion del material. La limpieza consiste en aplicar alcohol
isopropilico (IPA, por sus siglas en inglés) a todas las superficies expues-
tas y dejar por 10 min el elemento bajo una campana de extraccién con el
objetivo de evaporar el IPA. Luego, se procedié con la desinfeccion del ma-
terial. Para esto se sonic6 en etanol 70 % por 30 min (1 periodo de 15 min,
1 periodo de enfriamiento de 2 min y 1 periodo de 15 min). Finalmente, se
almacendé por dos dias a temperatura ambiente en placas Petri previamente
estériles y selladas.

= Protocolo de Esterilizacion 2: El segundo protocolo de esterilizacion con-
siste en realizar el Procolo de Esterilizacion 1y luego someter el material al
proceso de autoclavado (equipo Steelco Tronic) en un programa de DES-
CONTAMINACION que consiste en una presiéon maxima de 2 bar y una
temperatura de hasta 137 °C.

» Protocolo de Esterilizacion 3: Este protocolo de esterilizacién incluye el pro-
tocolo de esterilizacion 1 seguido de la exposicion de las probetas a los
vapores de pastillas de formalina (agente bactericida) en un contenedor
herméticamente sellado por al menos seis horas.
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Se probaron los protocolos de esterilizacién anteriormente descritos, y se rea-
lizaron dos ensayos cualitativos para comprobar el nivel de esterilidad de las
muestras de los distintos materiales. Los ensayos se mencionan a continuacion:

= Ensayo 1: Se fabricaron dos sistemas de microtitulacion 4x6, uno de Syl-
gard 184 y uno de RTV 1500. Luego, se usaron dos medios de cultivo: So-
lucion en base a DMEM vy solucion en base a Tryptic Soy Broth en volumen
de 500 ul/pocillo. Luego, se procedié a realizar los ensayos en triplicidad
en pocillos independientes para cada una de las diferentes configuraciones
de material y medio. Después de 48 horas se midié la densidad éptica de
cada uno de estos medios. El equipo usado para este ensayo es Eppendorf
BioPhotometer® D30.

» Ensayo 2: Andlisis microbiol6gico de superficies mediante hisopado. Es-
te ensayo consiste en realizar el hisopado en las superficies con mayor
probabilidad de contaminarse. En la plataforma propuesta se tienen varios
materiales entre ellos se encuentran: Sylgard 184, RTV 1500, PTFEN vy sili-
cona (material de tubos), Veroclear y PLA. El Ensayo comprende 2 etapas:
La primera consiste en el hisopado y la colocacién del hisopo en 10 ml de
solucén en base a Tryptic Soy Broth en tubo Falcon. Luego de 2 dias, 1ml
del medio resultante es colocado en placas Petri que previamente tienen
20 ml de Agar y luego de otros 2 dias se realiz6 la inspeccion visual de las
placas Petri buscando la existencia de microorganismos.

Resultados de los ensayos de esterilidad usando diferentes protocolos de
esterilizacion

En la siguiente tabla (ver Tabla 6.2) se muestra el resumen de los resultados
obtenidos. Cabe resaltar que los materiales PTFEN, PLA, Veroclear y Silicona
Manguera fueron analizados bajo el Ensayo 2 debido a que son materiales cu-
yas probetas para analisis son de dimensiones mas grandes que los pocillos en
donde se probaria. Adicionalmente, en la Fig. 6.24, se muestran algunos resul-
tados para ejemplificar el resultado del Ensayo 2.

6.6. Ensayo de Traccion

Otro de los ensayos realizados en el material elegido, Sylgard 184, es el en-
sayo de traccion. Este ensayo se realiz6 siguiendo la norma ASTM D412 y se
ensayaron (en ensayos sextuplicados) el polimero autoclavado y no autoclavado.
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TABLA 6.2: Resultados de esterilidad obtenidos por protocolo de

acuerdo a cada ensayo de validacién. +: Se confirmé esterilidad,

-: Se observaron microorganismos, o: Incompatibilidad de ensayo
(flotacion) o protocolo (el material no resiste el autoclavado).

Material Ensayo | Protocolo 1 | Protocolo 2 | Protocolo 3
Sylgard 184 Ensayo 1 - + +
Ensayo 2 - + +
RTV 1500 Ensayo 1 - + +
Ensayo 2 - + +
PTFEN Ensayo 1 o] o] o]
Ensayo 2 - + +
PLA Ensayo 1 o] o} o]
Ensayo 2 - o} +
Veroclear Ensayo 1 o} o] o}
Ensayo 2 a o} +
Silicona Manguera | Ensayo 1 o] o (o]
Ensayo 2 = + +

FIGURA 6.24: Ejemplos de resultados del Ensayo 2 usando los pro-
tocolos de esterilizacion presentados anteriormente. a) Acero Inoxi-
dable usando el Protocolo 2, b) Veroclear usando el Protocolo 3, c)
PLA usando el Protocolo 3, d) Sylgard 184 usando el protocolo 2, e)
Veroclear usando el Protocolo 1, f) PLA usando el Protocolo 1.

En la Fig. 6.25 se presentan los resultados obtenidos, observando que no existe
una diferencia notable en las propiedades mecanicas de traccion de este material
al ser afectado por el proceso de autoclavado.
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FIGURA 6.25: Ensayo de traccion ASTM D412 del material Sylgard

184 (20:1). Linea roja: Ensayo de Traccion del polimero sin autocla-

var. Linea Azul: Ensayo de Traccion del polimero luego del proceso
de autoclavado.

6.7. Hinchamiento o Swelling

El ensayo de hinchamiento/swelling se realiz6 con el fin de analizar si es que
el material, debido a su porosidad, absorbe moléculas del fluido. En este caso
se us6 como fluido agua destilada y desionizada, los ensayos se hicieron por
triplicado y se incubd por un periodo de tiempo de dos dias. La férmula usada
para este ensayo es: %xloo %. Donde wi es el peso inicial de la plataforma
y wf es el peso final luego del proceso de incubacion. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

» Para la plataforma comercial: 0.0558 4+ 0.3536 %.

» Para la plataforma propuesta Sylgard 184 (Mddulo de 12 micropocillos):
0.0813 4+ 0.3117 %.

Se procedié a utilizar la prueba t de Student para observar si hay una diferen-
cia significativa entre las dos muestras obtenidas. De acuerdo a esto, se obtuvo
que el valor de t es igual a 0.06691 y los grados de libertad son 4; ademas, se
escogid un nivel de significancia de 0.05. Mediante las tablas correspondientes,
el umbral para este estudio es 2.78; y comparando este ultimo valor con el valor
de t, se concluye que no hay, estadisticamente hablando, diferencia significativa
entre ambas muestras, Es decir, son resultados comparables.
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6.8. Validacion en una Linea Celular Comercial - Via-
bilidad Celular

Finalmente, la prueba presentada en este seccion conlleva a analizar la via-
bilidad del sistema, evaluando el efecto de la geometria y material sobre el cre-
cimiento celular. Para lo cual, se usan células suspendidas para no considerar
el efecto que tendria el proceso de desadherencia ya que genera estrés en las
células y pudieran dar una lectura equivocada en el andlisis de viabilidad. De-
bido a los motivos expuestos anteriormente, se usé una linea celular de células
suspendidas: HL 60.

Para las pruebas se usaron dos plataformas de microtitulacion: comercial y
la propuesta en esta tesis. Se usaron tres micropocillos por cada plataforma en
donde se colocé 500 ml de medio de cultivo con una concentracién inicial de
1x10°cel /ml y cada micropocillo fue usado para contar por triplicado. El conteo
fue realizado luego de 48 horas de iniciado el proceso de cultivo (ver Fig. 6.26).

» Para la plataforma comercial se obtuvo una viabilidad de 82.16 % con una
desviacion estandar de 10.04 %.

= Para la plataforma propuesta se obtuvo una viabilidad de 84.13 % con una
desviacién estandar de 9.35 %.

De forma analoga al caso anterior, se realizé la prueba t de Student para
determinar si hay una diferencia significativa entre las muestras. Para estas, se
tiene 16 grados de libertad y un valor t de 0.4295. Para un nivel de significancia
de 0.05 y mediante el uso de la tabla correspondiente, el umbral para este estudio
es 2.12. Entonces, se concluye que los resultados también son comparables.

FIGURA 6.26: Células HL60. a) Dia 0, b) dia 2 en plataforma comer-
cial y ¢) dia 2 en plataforma propuesta.
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Capitulo 7

Conclusiones

Con respecto al disefio usando analisis computacional, experimentos de veri-
ficacién y validacion implementados en este trabajo de tesis, se concluye que:

= El uso de un software de calculo por elementos finitos y herramientas de
optimizacién topoldgica permitié el disefio de un sistema de microtitulacion,
cuyos campos mecanicos de esfuerzos cortantes y elongaciones genera-
dos son homogéneos sobre una mayor area en comparacion a un disefio
estandar. Esto aumenta la poblacién celular que se encontraria bajo las
mismas condiciones de cultivo; y por ende, permitira menor variabilidad de
resultados en futuros andlisis bioquimicos para estudiar los efectos de los
mismos campos mecanicos generados artificialmente durante el crecimien-
to celular.

= Tanto la silicona de grado alimenticio de la familia RTV (Vulcanizados a
Temperatura Ambiente): RTV1500 y el polimero PDMS Sylgard 184 mantie-
nen sus propiedades luego de ser autoclavados gracias a su alta resistencia
térmica, de manera que cumplen muy bien este requerimiento. EI material
Sylgard 184 y el RTV1500 son materiales que son esterilizables usando el
Protocolo de Esterilizacién 2. Por otro lado, los materiales Veroclear y el
PLA pueden ser esterilizados usando el Protocolo de Esterilizacién 3.

= Se observo una coloracion del polimero Sylgard 184 al ser utilizado en
los ensayos microbioldgicos (pruebas de esterilidad) y ensayos biolégicos
(pruebas de viabilidad celular) que se relaciona con la absorcion del medio
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de cultivo. Se concluye que esto se debe a la hidrofobicidad de los materia-
les y del medio de cultivo.

» Entre los materiales estudiados (Sylgard 184 y RTV1500), el material Syl-
gard brinda mayor transparencia para analisis cuantitativos mediante mi-
croscopia. Cabe mencionar que, debido a la altura propuesta de la superfi-
cie de cultivo celular del sistema, no fue posible observar a las células HL60
directamente a través del microscopio, pero se realiz6 de manera indirecta.

» Los ensayos de viabilidad usando las células HL60 y usando como base de
comparacion un sistema de microtitulacion comercial, muestran que tanto
la plataforma propuesta como la comercial tienen viabilidades comparables,
83 % aproximadamente. Sin embargo, se observa que en el caso del siste-
ma de microtitulacién propuesto hay mayor absorcién de medio de cultivo,
lo que requiere monitorear el cultivo diariamente para que no se produzca
la absorciéon completa del medio y las células mueran.
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Capitulo 8

Perspectivas y Trabajo Futuro

Finalmente, se pueden obtener perspectivas y posibles trabajos futuros de
este proyecto de tesis, las cuales se enumeran a continuacion.

= | a metodologia de disefio basada en el uso de la optimizacién topologica
presentada en esta tesis tiene como objetivo el incrementar el &rea de culti-
vo celular con campos homogéneos de elongaciones y esfuerzos cortantes
en sistemas de microtitulacion. Sin embargo, es posible extrapolar esta me-
todologia con el fin de obtener disefios de plataformas de cultivo celular que
generen elongaciones en una direccién o con patrones espaciales y tem-
porales especificos con el fin de mimetizar el ambiente mecanobiol6gico
encontrado en los sistemas in vivo. De forma analoga, se puede seguir la
misma metodologia para la generacién de esfuerzos cortantes especificos.

= Si bien se logré generar elongaciones y esfuerzos cortantes homogéneos
en la superficie donde se sembraran las células, es necesario mejorar la
optimizacién del sistema para que este pueda ser usado directamente bajo
microscopia invertida y asi evitar el traslado de las células a sistemas de
microtitulacion comerciales para su analisis, ya que este traslado aumenta
el estrés celular generado por los métodos de desadherencia requeridos.
Por lo que, para esta mejora, se requiere cambiar el disefio base y afadir
un parametro adicional que permita minimizar la altura de superficie de
cultivo. Sin embargo, la plataforma propuesta en esta tesis se acomoda a
técnicas de caracterizacidén celular que no requieren transparencia como
inmunofluorescencia o espectrofotometria.
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» Los elastomeros de silicona usados en esta tesis sirven como soporte es-
tructural, canales de transporte de fluidos o medio de transmisién indirecto
de las excitaciones mecanicas. Sin embargo, es posible profundizar en el
campo de ingenieria y ciencia de los materiales con el fin de brindarle al
material otras caracteristicas, como por ejemplo, la fabricacién de compo-
nentes con porosidad controlada [78] o uso de nanomateriales con el fin de
aumentar la rugosidad de la superficie de cultivo [79].

» Las pruebas de hinchamiento usando agua destilada y desionizada indica-
ron que este fendmeno no se produce. Sin embargo, se observa absorcion
en los pocillos que se usaron para las pruebas de viabilidad, por lo que se
requieren mas pruebas con otros fluidos, como por ejemplo, el medio de
cultivo, ya que este contiene altas concentraciones de proteinas e iones en
solucién acuosa y, por ende, difiere del fluido usado en las pruebas de esta
tesis.

» Las pruebas de cultivo iniciales se realizaron con enterocitos primarios ais-
lados en el laboratorio de ICOBA. Sin embargo, la morfologia de estos,
luego de 24 horas, era diferente a la observada en un sistema de microtitu-
lacion comercial y a la observada en células recién aisladas. Esto sugiere
que aun falta optimizar las condiciones del medio de cultivo relacionadas
a la interaccion bioquimica entre las células sembradas y la superficie del
material de cada pocillo y un estudio sobre el pretratamiento mas adecua-
do en esta Ultima para brindarle las caractersticas quimicas 6ptimas. Para
esto ultimo, existen algunas opciones que pueden ser implementadas y pro-
badas, tales como: Recubrimiento con fibronectina, colageno o laminina o
Tratamiento Superficial con UV o plasma de oxigeno [80].
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