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RESUMEN

El marco general de este proyecto se sitla sobre uno mayor cuyo objetivo es el
desarrollo de nuevas herramientas de cultivo celular basadas en microtecnologias para
la consecucidon de nuevas vias de ensayo y experimentacion que permitan reducir la
experimentacion con animales y optimizar el desarrollo de nuevos farmacos a través de
pruebas de test masivo. De este modo se buscan generar nuevas técnicas para la
experimentacion “in-vitro” en condiciones lo més parecidas a las “in-vivo”.

Estas condiciones “in-vivo” se simulan mediante el desarrollo de chips
microfluidicos basados en tecnologias de litografia de SU-8. Estos chips, donde se
depositan las células vivas, tienen un tamario de 1 cm de largo por 1 cm de ancho y con
una disposicion interna (camaras, canales, etc.) aun menor (del orden de los 100
micrémetros o inferior).

He aqui donde se ha de enmarcar el objetivo del presente trabajo: el desarrollo
de una interfaz mecénica que conecte los elementos externos necesarios para la
supervivencia de las células (fluidos, nutrientes, oxigeno, etc.) con los microcanales y
camaras que contienen a los organismos Vivos.

Esto es, disefiar y fabricar unos encapsulados que conecten el entorno macro
manipulado por el investigador con las condiciones micro en las que viven las céelulas.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION.

1.1. Objetivos generales.

El presente proyecto de fin de carrera se enmarca en un proyecto de
investigacion mas general, cuyo objetivo es el desarrollo de nuevas herramientas de
cultivo celular basadas en microtecnologias para la consecucion de nuevas vias de
ensayo y experimentacion que permitan reducir el estudio que hace uso de animales y
optimizar el desarrollo de nuevos fdrmacos a través de pruebas de test masivo. De este
modo se buscan generar nuevas técnicas para la experimentacion “in-vitro” en
condiciones lo mas parecidas a las “in-vivo”.

La preservacion de las condiciones mecanicas, bioquimicas y térmicas ha sido
ya probada como un factor clave para el estudio de muestras biologicas. El proyecto
general se establece pues sobre la hipdtesis de que la imitacion de las condiciones “in-
vivo” de las células es crucial para su correcto estudio y posterior desarrollo. La
mayoria de las células tiende a modificar sus funciones bioldgicas especificas fuera de
su ambiente natural (desdiferenciacion, apoptosis, produccion nula de tejido o de baja
calidad, etc.), siendo por tanto imposible entender correctamente sus propiedades
basicas o su reaccion a la presencia de ciertos farmacos “in-vivo”. Para cumplir dicho
objetivo, este proyecto pretende la integracion de tres especialidades industriales
diferentes (microtecnologia, electrénica y encapsulado) junto con una aplicacion
biologica para el desarrollo de nuevos dispositivos altamente innovadores capaces de
ser rapidamente transferidos a la industria. Esta aproximacion biomimética se realizara a
través de avanzados métodos de ciencia de los materiales, técnicas de simulacion y
modelado, ingenieria, biologia celular y fisiologia animal.

Las condiciones “in-vivo” se simulan mediante el desarrollo de chips
microfluidicos basados en tecnologias de litografia de SU-8. Este material es un
polimero muy viscoso con el que se pueden obtener espesores que oscilan desde 1 micra
hasta 300 micras y aun asi se puede procesar mediante litografia de contacto. Tienen
una capacidad maxima de absorcion para valores de longitud de onda de 365nm.

11



1.2. Objetivo del proyecto.

El desarrollo completo del marco global del proyecto general consta de tres
partes bien entendidas: desarrollo y fabricacion de los chips, disefio de los encapsulados
para los chips de microfluidica y configuracion del setup fluidico (figuras 1y 2).

Fig. 1 Chip, encapsulado y electrénica de control.

En los chips, donde se depositan las células vivas, se mantienen las dimensiones
mas adecuadas para la supervivencia de las mismas, con un tamafio de 1cm de largo por
Iem de ancho y con una disposicion interna (camaras, canales, etc.) aun menor (del
orden de los 100 micrémetros o inferior).

Una de las partes a completar en el proyecto global era el desarrollo de los
encapsulados para la conexién macro-micro, es decir, a través de estos encapsulados,
poder acceder al chip y proporcionarle a las células las condiciones necesarias para su
cultivo.

He aqui donde se ha de enmarcar el objetivo del presente trabajo: el desarrollo
de una interfaz mecanica que conecte los elementos externos necesarios para la
supervivencia de las células (fluidos, nutrientes, oxigeno, etc.) con los microcanales y
camaras que contienen a los organismos vivos.

Fig. 2 Setup microfluidico.
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El objetivo final de este proyecto de fin de carrera es disefiar y fabricar piezas
que conecten el entorno macro manipulado por el investigador con las condiciones
micro en las que viven las células.

El setup fluidico (Fig. 2) consta de dos partes: una la mecéanica (disefio y
fabricacion) y otra la electrénica (control de los flujos internos). En este proyecto se
desdibujara toda la parte mecanica del setup. Su realizacion se basara principalmente en
la experimentacién y en el formato “prueba y error”, formato sobre el que se ha
disefiado la evolucion de los distintos modelos de encapsulado (tal y como se describen
en el Capitulo 3 Evolucién de los disefios); esto es, ir optimizando, por medio de una
mejora iterativa del producto en la fase de desarrollo, los aspectos estéticos y de
compatibilidad con el resto de piezas existentes en el mismo proyecto antes de la
obtencion del producto final.

La fabricacion de los encapsulados para los diferentes chips se hard mediante
técnicas de prototipado rapido [1]. Este tipo de fabricacién se realiza mediante
sinterizado de resina y esto permite una mayor repetibilidad y reproducibilidad. Para su
disefio se eligio el desarrollo en Solid Edge Student Edition [2] de distribucion gratuita.

El prototipado rapido es un proceso utilizado para fabricar articulos de plastico,
metal o ceramica, también conocido como Additive Technology, ya que su proceso de
fabricacion consiste en ir afiadiendo material capa a capa. Generalmente el prototipado
rapido solo se usa para la fabricacion de prototipos.

El material que se ha utilizado en la fabricacion es el FullCure 720 [3]. Este es el
material original desarrollado para los sistemas de impresion 3D de Objet que
incorporan la tecnologia PolyJet™,

El material FullCure Transparent es un material fotopolimero y acrilico de
aspecto transparente que permite construir una amplia gama de modelos rigidos que
permiten observar el flujo de liquidos y detalles internos.

Cabe sefialar que el material de fabricacion de estos prototipos (actualmente en
analisis en el laboratorio de materiales) no era el mas adecuado por sus propiedades
pero si por su bajo coste.

Asi, durante el desarrollo del proyecto, los diversos disefios que mas adelante se
describen (Capitulo 3 Evolucién de los disefios) se fabricaron en este material,
surgiendo serios inconvenientes con la solidez del mismo sobretodo al momento de
variar el ambiente de trabajo, pues tanto los cambios de temperatura como los de
humedad ocasionaban una tendencia a la deformacién y/o rotura de las piezas y partes
fabricadas. Sin embargo, al estar sujetos a la constante evolucidon del disefio y estar
expuesta a muchos cambios y a probables errores durante la experimentacion, la
necesidad de velar por la disminucion de costes era prioritaria.

Por tanto, como ya se ha sefialado, su eleccion se basa en un aspecto
basicamente economico.
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CAPITULO 2.
ACERCAMIENTO AL MARCO
GLOBAL DEL PROYECTO.

2.1. Funcionamiento general.

Los experimentos a realizar con el sistema que se describe en este proyecto se
realizan con células, las cuales precisan de condiciones especiales de temperatura,
humedad, oxigeno, etc. Asimismo es necesario un correcto control del caudal que pasa a
través del chip donde se alojan y una adecuada configuracion de las vias que llevan los
fluidos hasta ¢l. El objetivo general del sistema es el de mantener las condiciones
adecuadas para la supervivencia de las células contenidas en el chip.

Fig. 3 Forma final de los elementos mecéanicos que conforman el sistema.

Asi, el setup fluidico completo (Fig. 5) del sistema a desarrollar consta de un
reservorio contenedor del medio con los nutrientes necesarios para las células, de la
microbomba impulsora del fluido almacenado en el reservorio, del chip microfluidico y
el encapsulado que lo contiene. Se puede encontrar un andlisis mas detallado del
reservorio en el Anexo A.1.
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Este setup fluidico se completa en un futuro con las electrovalvulas capaces de
controlar la entrada/salida de los fluidos y los distintos programas de ejecucion de
funciones (limpieza del circuito, introduccion de sustancias necesarias para las células,
etc.), todos los elementos interconectados por tubos de un correcto didmetro y
controlados por la electronica adecuada (en cuanto se refiere a la bomba y a las
electrovalvulas).

Reservorio <

pcontrolador

pbomba L__/

ENCAPSULADO

lectrovalvuilas
de salida

Electrovalvulas
de entrada

y[m

> CHIP

Fig. 4 Diagrama de bloques del setup fluidico completo.

Siguiendo el diagrama de bloques de la Fig. 4 se puede entender el proceso a
seguir en un ciclo de funcionamiento normal del setup (dentro de un ambiente adecuado
de temperatura y humedad): después de depositar las células en el chip alojado en el
encapsulado, los nutrientes alojados en el reservorio son impulsados a través de los
tubos por la microbomba llegando hasta las electrovalvulas que controlan el ingreso por
los canales requeridos dependiendo del proceso a realizar. El fluido llega hasta el chip a
través del encapsulado y sale para llegar nuevamente a las electrovalvulas de salida y
retornar al reservorio completando el ciclo.
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En la imagen de la Fig. 5 se aprecian unas piezas llamadas piezas de
interconexion (Anexo A.2.) utilizadas a modo de reemplazo de las electrovalvulas
durante la fase de desarrollo.

Fig. 5 Setup fluidico completo.

La velocidad del fluido (caudal) es controlada por la microbomba (Fig. 6), un
tipo especial de bomba Ilamada bomba de membrana o diafragma que en el caso de la
aplicacion del setup en particular que aqui se describe es ¢l modelo mp6 de Bartels
Mikrotechnik [4]

Para esta aplicacion es necesario que los caudales sean del orden de entre
Iul/min a 10ul/min. Dichos caudales tan bajos, pese al amplio rango de flujos posibles
que se obtenian, no se llegaban a producir con la microbomba, por lo que durante la
experimentacion se implementaron ademas piezas en T (Fig. 6) para distribuir el caudal
en forma de bypass (véase Anexo A.3. Pieza en T y en tridente), de modo que la
cantidad de fluido a circular a través del encapsulado fuese menor o mayor segin
necesitasemos.

Otra de las piezas fabricadas durante el proyecto fue la pieza en forma de
tridente disefiada con una entrada y tres salidas y descrita también en el Anexo A.3. Esta
tiene por objetivo distribuir fluido por los tres canales que conducen hacia cada una de
las tres electrovalvulas (ya sean las de entrada o las de salida).
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Fig. 6 Deposito final, microbomba y pieza en T.

Todo el sistema debe pasar previamente por un proceso de esterilizacion, al tener
que alojarse células dentro, por lo que cada pieza fabricada asi como los elementos y
herramientas de trabajo de contacto directo con el encapsulado debian previamente
introducirse en el autoclave (Fig. 7), recipiente con un cierre hermético que permite
trabajar a alta presion para realizar esterilizacion con el uso de vapor de agua.

Fig. 7 Autoclave.

El setup debe conservar autonomia en su funcionamiento al tener que llevarlo a
distintos lugares de trabajo (camaras, microscopios, laboratorios, etc.); para ello todos
los elementos deben ser completamente transportables por lo que las partes electronicas
mencionadas (microbomba, electrovalvulas y sus respectivos sistemas de control) deben
de estar conectados a una bateria que les suministre energia durante un minimo de
tiempo.
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Todo el setup debe tener ademas por caracteristica el hermetismo, pues su
aplicacion es para cultivo celular.

Otra condicion de trabajo de este sistema es, como ya se ha mencionado antes, el
desarrollo de los experimentos en camaras especiales de conservacion de la temperatura
y de la humedad. Esto se consigue en biorreactores (Fig. 8), encargados de generar las
condiciones apropiadas para que las células se desarrollen en lo que serian condiciones
fisiologicas normales. Cabe sefialar que dichas caracteristicas de temperatura y
humedad de los biorreactores dependen en gran medida del tipo de cultivo celular con el
que se vaya a trabajar.

Fig. 8 Biorreactor de EBERS [5].

2.2. Chip microfluidico.

Es importante tener claro el uso que se le va a dar al chip y los modos de trabajo
en los que actuara pues ello definird finalmente la configuracion del setup final y por
ende del encapsulado que lo alojara.
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Fig. 9 Imagenes del chip microfluidico utilizado.

Los chips utilizados en este proyecto (Fig. 9) son fabricados mediante tecnologia
de SU8 y fotolitografia. Permiten el cultivo celular en la cdmara central y poseen unos
inlets y unos outlets para llevar a cabo las distintas operaciones que requieren las células
presentes en su interior.

Las medidas para el alojamiento del chip que se disefian en el encapsulado son
de 1lcm de largo por lcm de ancho variando en su altura de acuerdo a los diferentes
modelos de chip que utilizamos. Las alturas con las que se han trabajado durante el
proyecto han sido cuatro en particular: 700pm, 800um, 900pm y 1mm. Se han utilizado
estas medidas, a pesar de que los chips son de aproximadamente 200um de espesor,
pues se debe considerar también al pyrex, que sirve de asiento al chip a la vez que ejerce
presion entre éste y el encapsulado.

Con el chip se realizaran diversas operaciones como la de limpieza o la de
sembrado, por lo que las tres entradas y las tres salidas deben de estar preparadas para
abrirse o cerrarse segun requiera el experimento. Como ya se ha indicado esto se
consigue con el uso de electrovalvulas (Fig. 10).

El tipo de electrovalvula utilizada en el proyecto es una de pinzamiento de
Biochem Fluidics [6], un tipo de valvula que no entra en contacto con el fluido, muy
conveniente para la aplicacion. Es ademas el modelo de dimensiones mas reducidas
(075P2NC12-10S), ya que interesa que el volumen utilizado en los experimentos sea
pequefio.
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Fig. 10 Electrovalvula de Biochem Fluidics [6].

La apertura y el cierre de las electrovalvulas controlan el modo de operacion del
chip. Asi, se puede describir tres de las principales formas de funcionamiento con las
que trabaja el chip: la fase de limpieza del chip y llenado de canales (Fig.11), durante la
que todas las entradas y salidas deben estar abiertas; la fase de sembrado de células
(Fig.12) en la que sdlo hay que mantener abierta la entrada y la salida de la cdmara
central y la fase de perfusion (Fig. 13), donde s6lo se hace pasar el fluido por uno de los
canales laterales del chip, de manera que por difusidon se suministre oxigeno y nutrientes
para el desarrollo de las células presentes en la camara central.

Fase 1: limpiezay llenado de canales

> @ Qe —)
—> @ e —)
) @ Q@ —)

Fig. 11 Fase de limpieza y llenado de canales.
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Fase 2: sembrado de células

Fig. 12 Fase de sembrado de células.

Fase 3: perfusién

—— @ Qo —

Fig. 13 Fase de perfusion.
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CAPITULO 3.
EVOLUCION DE LOS DISENOS.

3.1. Estado del arte.

La idea inicial para el trabajo es la de tener un elemento que nos aloje el chip
protegiéndolo y que conecte a su vez con las diversas partes del circuito sin que existan
pérdidas de fluido ni interferencias en su recorrido. Es ademds una exigencia que el
circuito cumpla con ser cerrado herméticamente, pudiendo al mismo tiempo ser
observado desde fuera (con microscopio, por ejemplo).

En el mercado podian hallarse modelos de encapsulados préoximos a los
deseables en un primer momento para la aplicacion, pero la versatilidad que se
presentaba al momento de poder realizar disefios de ‘marca propia’ que se pudiesen
modificar segun las propias necesidades del proyecto global (actuales o futuras) y
sobretodo el valor agregado del conocimiento adquirido durante el desarrollo de los
diferentes prototipos inclind a la decision de fabricar los encapsulados por cuenta
propia.

Fig. 14 Encapsulado de IKERLAN [7] proximo a las condiciones deseadas para el disefio del encapsulado requerido.
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El encapsulado, disefiado con anterioridad y a partir del cual se desarrollaron las
posteriores mejoras, consiste en una base y una tapa por separado unidas por medio de
tornillos (Fig. 15): la base, que aloja al chip y permite, a través de una abertura inferior,
su visualizacion, imprescindible para el estudio del comportamiento de las células; y la
tapa en donde se construyen las vias que conectan con los tubos externos, unidos al
encapsulado por medio de conectores rapidos.

Fig. 15 Disefio inicial con uso de tornillos y conectores rapidos.

En la tapa ademas se encuentran agujeros disenados para alojar las juntas toricas
de silicona (0°rings) con las cuales conseguimos el hermetismo del circuito; colocadas a
presion, estas arandelas evitan ademas la fuga de fluido. La presion necesaria entre el
chip y el encapsulado la da, inicialmente, una base de pyrex que sirve de asiento a la vez
al propio chip.

A través de la ventana inferior de la base del encapsulado se ve, con ayuda de un
microscopio de mano de Motic [8], el pyrex, el chip y la correcta alineacion entre los
0’rings alojados en la tapa y los agujeros del chip ubicado en la base (Fig.16). La falta
de alineacion entre 0°rings y agujeros ocasiona obstrucciones que impiden el correcto
flujo de nutrientes y, por tanto, un mal funcionamiento del sistema.
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Fig. 16 Imagen del microcopio [8] y de la correcta alineacion entre los 0°rings y los agujeros de la base.

Este primer modelo cumple con los requisitos iniciales de alojar y proteger al
chip, al mismo tiempo que se mantiene el hermetismo, pero es poco practico en el modo
de acceder al chip, al tener que retirar y poner seis tornillos para cada manipulacion del
mismo o para corregir los errores de alineacion. Esta alineacion era uno de los
problemas iniciales que surgian al momento de hacer coincidir las partes superior e
inferior del encapsulado y sobre el cual se ahondard mas en el Capitulo 3.3.

3.2. Elementos béasicos que componen el encapsulado.

3.2.1. La tapa.

Es la parte superior del encapsulado, con las dimensiones adecuadas
(Anexos B.1. y B.2.) para coincidir con la base y a su vez alojar las conexiones
con los tubos que conducen los fluidos desde el exterior. De geometria simétrica,
inicialmente esta tapa estaba disefiada con seis agujeros pasantes para los
tornillos de cierre y con otros dos agujeros centrales un poco mas grandes
disefiados, en un primer momento, para la colocacion de guias de alineacion
entre la tapa y la base.

Para la tapa se disefiaron dos posibles configuraciones a utilizar:

3.2.1.1. Con entradas y salidas paralelas.

Tal como se ha mencionado, una de las condiciones iniciales de
disefio es que el encapsulado sea hermético para evitar la contaminacion
exterior y para la correcta distribucion de los fluidos. El acceso a las
camaras del interior del chip debe de ejecutarse de un modo automatico,
por medio de la electronica adecuada. Es por este motivo que tanto las
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entradas como las salidas deben estar conectadas de modo permanente a
sistemas de control (electrovalvulas) que gobiernen los flujos que
circulan a través del chip, de modo que el personal investigador elija, por
medio de ellas, los canales adecuados para cada experimento
seleccionando las electrovalvulas segun correspondan.

Con esta intencion se disefiaron entradas y salidas paralelas que
conectan directamente con el chip.

Estas entradas y salidas guardan simetria, se trata de tres agujeros
ubicados en dos caras laterales opuestas y que guardan la distancia
adecuada para alojar conectores rapidos unidos a los tubos conductores
de fluido (Fig. 17). Por dentro el conducto disminuye de didmetro pues el
caudal que debe llegar al chip es muy pequefio. Asimismo se ha tenido en
cuenta, con el fin de evitar posibles turbulencias, que el disefio contenga
la menor cantidad posible de codos.

Fig. 17 Disefio en Solid Edge de la tapa del encapsulado utilizando tres entradas y tres salidas
horizontales “paralelas”.

3.2.1.2. Con entrada para pipeta.

Con la finalidad de realizar el sembrado de las células de una
forma mas répida, sencilla y eficiente durante la experimentacién en
laboratorio, se ha disefiado también la tapa con una entrada especial para
pipeta.

Esta entrada tiene la necesidad de ser vertical, por la comodidad
de la aplicacion de la pipeta en si y para aprovechar el efecto de la
gravedad.

Para este caso las entradas y salidas ya no guardan simetria.

Tenemos ahora dos agujeros de entrada enfrentados a tres de salida en
dos caras laterales opuestas. La distancia sigue siendo la adecuada para
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los conectores rapidos y los conductos disminuyen de diametro igual que
en caso anterior (Fig. 18). El cambio que encontramos es la entrada
especial de pipeta ubicada en la parte superior de la tapa con una medida
distinta a la de los conectores rapidos (1,7mm en comparacion del resto
de agujeros de 2,25mm) y con una profundidad (Imm) adecuada para
que la pipeta se mantenga siempre vertical. El cambio de didmetro del
conducto también es distinto al resto.

Fig. 18 Disefio en Solid Edge de la tapa del encapsulado utilizando dos entradas horizontales y una
vertical para pipeta.

3.2.2. La base.

Esta pieza, comun a las dos configuraciones disefiadas para la tapa, es la
correspondiente a la parte inferior del encapsulado. Posee un alojamiento que
sirve para la colocacion del pyrex y del chip, con una ventana inferior disefiada
con la intencién de que el investigador pueda ejercer un control visual de los
eventos que ocurran dentro (Fig.19).

De medidas de 1cm por lcm, este alojamiento varia Unicamente en su
altura siendo utilizadas, durante las distintas etapas de desarrollo, alturas de
700pm, 800um, 900pum y Imm, dependiendo de la altura del chip.

La completan los seis agujeros de los tornillos de cierre y los dos

correspondientes a las guias mencionadas en la descripcion de la tapa (Capitulo
3.2.1)
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Fig. 19 Disefio en Solid Edge de la base del encapsulado.

3.3. Alineacion entre los o’rings y los agujeros del chip.

El primer problema a resolver ha sido el de la alineacion de la base que aloja al
chip y la tapa en donde se encuentran los conductos fluidicos. El problema se
presentaba al momento de hacer coincidir las juntas toricas (0’rings) con los agujeros
del chip, pues muchas veces las juntas obstruian los agujeros (Fig. 16) ocasionando la
interrupcion del flujo. Esto conllevaba a una pérdida de tiempo, al tener que separar la
tapa de la base (unidas por seis tornillos) y reacomodar el chip para volver a probar.

Como ya se ha mencionado, una primera idea sugeria la inclusion de guias en los
extremos del encapsulado de modo que base y tapa mantuviesen una permanente
alineacion vertical, pero su aplicaciéon era complicada de manipular (para acceder al
chip, por ejemplo).

La solucion requeriria de un nuevo elemento de disefio de modo que se pensé en
guias de alineacion para el chip (Fig. 20) en lugar de la idea de alinear todo el conjunto
base-tapa.

El chip, que sobresale unas micras fuera del agujero disenado en la base para que
los 0’rings puedan ejercer presion sobre ¢él, tenia demasiada libertad de movimiento lo
que ocasionaba que no siempre estuviera en la misma posicion al momento de colocarle
las juntas tdricas sobre ¢l. De modo que se disefiaron unos salientes en la base y los
correspondientes agujeros en la tapa.

Esto nos asegura que base y tapa siempre encajan en una posicion correcta con
una holgura minima (la tolerancia entre los salientes y sus respectivos agujeros es de
0,4mm, lo que se puede ver reflejado en los disefios del Anexo B). Ademas, al colocar
los salientes en la base y no al revés, sirven de guias para colocar al chip en una
posicion Unica.
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Fig. 20 Detalle del disefio de las guias de alineacion.

Este afiadido generé una importante mejora cualitativa en cuanto a que la
colocacion del chip era ahora tnica y siempre coincidente con las vias conductoras de
los fluidos necesarios para la experimentacion con células, ganando de este modo en
tiempo y manipulacion al no tener que verificar esta alineacion cada vez que el chip era
colocado, pues como ya se ha dicho hay que considerar que hasta este punto, cuando se
colocaba o retiraba el chip, era necesario poner o quitar seis tornillos, luego, el hecho de
no tener que abrir y cerrar para calibrar esta alineacion significaba un gran ahorro de
tiempo.

Fig. 21 Guias de alineacion en la base.

En este punto se tiene un encapsulado que cumple con los requisitos de
hermetismo, proteccion y alineacion, pero que ain es poco practico en su manipulacion.
El uso de seis tornillos para el cierre y apertura del conjunto resulta seguro pero implica
un gasto de tiempo con el que se prefiere no contar, es por ello que a partir de este punto
se buscan mejoras en cuanto al modo en que se abre y cierra el encapsulado.
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3.4. Diseio con bisagras.

La siguiente idea de mejora, es la de unir la base y la tapa en una de sus aristas y
cerrar el encapsulado por medio de pasadores metalicos. Estos pasadores reemplazaran
a los tornillos como sistema de cierre y apertura del encapsulado.

Para la eleccion del material de los pasadores a utilizar hay que considerar que el
encapsulado, una vez cerrado, es sometido a cambios de temperatura y humedad
(autoclave y biorreactor) por lo que dicho material debe estar protegido de la corrosion,
en este sentido la mejor eleccién era el acero inoxidable, para cumplir con las
condiciones dadas, por costes y por la facilidad de encontrarlo en el mercado.

Fig. 22 Primer diseflo con bisagras.

Un primer planteamiento se disefio6 manteniendo la base y la tapa por separado
pero agregando al disefio los agujeros para los pasadores que cumplen el papel de
bisagras y eliminando los tornillos del prototipo inicial (Fig. 22). Esto significa un
ahorro en material de fabricacion, pues el nuevo disefio es de menor volumen en
comparacion al descrito en el Capitulo 3.1; al tiempo que se anade otra mejora, dado
que la apertura y el cierre del encapsulado se realizarian ahora de una manera mas
practica.

Este disefio, que se acercaba mas al modelo deseado, funcionaba bien, pero
ocasionaba una disminucion de la presion sobre el encapsulado al tener como cierre dos
pasadores y ya no seis tornillos. El material a su vez se deformaba en el centro al
elevarse la temperatura (condicién necesaria para los procesos biologicos a los que se
someterian las células) cosa que se notaba menos con los tornillos pues distribuian la
presion por todo el encapsulado y no soélo en las aristas, donde se encuentran los
pasadores, como ahora.

La solucion para la deformacion del material pasaria a ser analizada para darle
solucion por otra via (véase el Capitulo 6 Conclusiones y trabajo futuro).
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Otro problema era el uso de un pasador metalico como bisagra, pues resulta
poco util y anade un elemento de desgaste para el material con el que es preferible no
contar.

Fig. 23 Detalle de la bisagra fabricada con el mismo material de prototipado rapido.

Esto se soluciond fabricando la bisagra con el mismo material de prototipado
rapido (Fig. 23), por lo que se decidio unir ambas piezas (tapa y base) en una sola. El
pasador de acero inoxidable se ha de utilizar unicamente para el cierre del encapsulado.

Solucionado el problema de la bisagra, aunque con el inconveniente de la
deformacion del material, se debia ahora enfocar el disefio en solucionar otro
inconveniente: disminuir el volumen muerto en los tubos de todo el circuito.

3.5. Tubos capilares.

Tal y como se mencion6 en el estado del arte (3.1), los fluidos que ingresan al
chip a través del encapsulado, lo hacen por medio de conectores rapidos los cuales se
unen con tubos al resto del circuito. Estos conectores y tubos, aunque practicos,
ocasionan que el volumen muerto en todo el circuito sea bastante significativo.

Se busca pues disminuir el didmetro de todos los tubos del circuito, de modo que
en las interconexiones entre reservorio, microbomba y encapsulado disminuyese el
problema del volumen muerto. El enfoque se orientd hacia el uso de tubos capilares de
0,3mm de diametro interno y 0,6mm de didmetro externo.

Estos tubos distribuidos por Bola [9] fueron previamente ensayados en bancos
de prueba a fin de buscar la forma idonea de pegarlo al encapsulado (el detalle del
disefio de este banco de pruebas puede apreciarse en el Anexo B.4). Con el fin de
mantener la mayor esterilidad posible, el pegamento a utilizar para unir el tubo capilar
al encapsulado fue LOCTITE de uso médico.

31



Este banco de pruebas consiste en una pieza sobre la que se han disefiado
diversos tipos de agujeros pasantes (Fig. 24) que van disminuyendo su didmetro, de
modo que colocando el tubo por arriba se pueda comprobar en cudl encaja mejor y
donde el pegamento lo fija con mas éxito.
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Fig. 24 Banco de pruebas para los tubos capilares y su mejor adhesion al material de prototipado.

Las pruebas se realizaron siguiendo un sencillo proceso de prueba y error en el
que se probaron cuatro veces cada una de las nueve configuraciones disenadas. Para
probarlas primero se debia hacer pasar liquido a través del banco (es decir, comprobar
que no estén obstruidas con el LOCTITE) y luego medir el caudal a través de cada
agujero. Se determind que la mejor configuracion es la formada por un cilindro sobre un
tronco de cono sobre otro cilindro menor (Fig. 25)

i
\

Fig. 25 Medidas del agujero 6ptimo encontrado en el banco de pruebas.

32



El disefio mejora al alargar el cilindro de la parte superior (cilindro de 1mm de
didmetro), de este modo se aumenta la zona de contacto entre el tubo y el material lo
que asegura una mayor adhesion. Este ultimo fue el disefio que se incorpor6 al
encapsulado (Fig. 26).

Fig. 26 Diseio en Solid Edge del encapsulado con las entradas y salidas para tubo capilar.

Durante la experimentacion con los tubos capilares se observd que, como era
logico, ofrecian una mayor resistencia fluidica que los tubos utilizados hasta ahora, lo
cual repercutia directamente sobre la microbomba al tener ésta que aumentar sus valores
de frecuencia y voltaje para movilizar el caudal dentro del circuito. Esto es muy
conveniente pues la microbomba trabajaba mejor con valores altos.

Lamentablemente para los objetivos del proyecto la union entre el encapsulado y
los tubos no era del todo eficiente. En condiciones ambiente normales mantenia una
union solida y robusta, pero, al someterla a condiciones de cambio de temperatura y/o
humedad, la unién no se mantiene pues el pegamento es demasiado rigido, en
comparacion con el material de prototipado, lo que ocasiona pérdidas de flujo o la total
desunion del canal. Esto, sumado a la alta deformacion sufrida por el material al ser
sometido a dichos cambios, motivo a que este disefio se descartarse para su probable
aplicacion en el caso de cambiar el material del prototipo.

3.6. Entradas rapidas.

Descartada la aplicacion de los tubos capilares persistia el problema de la
elevada cantidad de fluido que circula por los tubos (volumen muerto) que llega hasta el
encapsulado y, por ende, al chip. Anadido a ello debemos hacer que el encapsulado sea
mas facilmente manipulable por el usuario final, esto es, que puedan poner y quitar los
tubos de una manera agil y segura en un sistema que esté integrado al propio
encapsulado.
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La alternativa elegida fue la de cambiar los conectores rapidos por entradas
répidas similares a las de la bomba (véase la Figura 5 en el Capitulo 2.1
Funcionamiento general) incorporandolas al propio encapsulado.

Fig. 27 Disefio en Solid Edge del encapsulado con las entradas y salidas tipo entrada rapida.

A estas nuevas entradas, que se aprecian claramente en la Fig. 27, se le
acoplarian tubos de un diametro interno de 0,5mm lo cual disminuia considerablemente
el volumen muerto en todo el circuito, objetivo que se persigue.

Si bien la idea cumple con los requisitos reduccion de caudal y de facilidad de
manejo, nuevamente se presentd un inconveniente al momento de llevarlo a su
aplicacion en la practica: los salientes disefiados en este material eran demasiado
fragiles y se rompian o doblaban (Fig.28) durante su manipulacion especialmente ante
los cambios de temperatura.

Fig. 28 Imagenes de las entradas rapidas rotas y dobladas durante su aplicacion real.

34



3.7. Entradas rapidas alojadas dentro del encapsulado.

Como se ha indicado, el sistema ideado cumplia las condiciones hasta ahora
requeridas de disminucién de volumenes muertos, pero debia superarse el obstaculo de
la falta de solidez del material al someterse a las condiciones de trabajo.

La temperatura y la humedad dentro del biorreactor volvian a ocasionar
problemas en el disefio, de modo que, con la intenciéon de darle una mayor robustez, se
introdujeron las entradas rapidas dentro de la carcasa del encapsulado, asi, junto al tubo
que lo envuelve, formaran una pieza que no se dobla ni se rompe con tanta facilidad
(Fig. 29).

Fig. 29 Diseflo en Solid Edge del encapsulado con las entradas y salidas tipo entrada rapida dentro del cuerpo del encapsulado.

Esta nueva configuracion mantendria el uso de los tubos de diametro interior de
0,5mm cumpliendo, por tanto, con las condiciones planteadas inicialmente de la
disminucién de volimenes muertos y la de facilidad de manipulacion para el usuario
final. El mismo disefio de entradas se traslado al reservorio (Anexo A.1.), a las piezas de
interconexion (Anexo A.2.) y a las piezas en T (Anexo A.3.); esto es, todo el sistema
utilizaria los tubos de 0,5mm.
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Fig. 30 Imagen del ultimo prototipo fabricado.

Todo este desarrollo especificado en medidas, desde el estado inicial hasta llegar
a este ultimo encapsulado, esta descrito en los planos incluidos en el Anexo B.
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CAPITULO 4.
CONCLUSIONES Y TRABAJO
FUTURO.

4.1. Conclusiones.

Los objetivos marcados al inicio del proyecto de mejorar el modelo existente al
respecto de la alineacion del chip, de la disminucion de caudal que circula a través del
encapsulado y de la comodidad de trabajo para el investigador que vaya a hacer uso del
encapsulado se han alcanzado, manteniendo en todo momento los principios de
hermetismo necesarios para los trabajos con células.

Los diferentes disefios resefiados en el Capitulo 3 han sido utilizados en pruebas
y ensayos reales, cosa que demuestra que los prototipos fabricados cumplian con sus
puntuales objetivos a medida que se iba mejorando el disefio.

Aunque durante todo el proceso hubo que trabajar con el condicionante de que el
material de prototipado iba a ser el mismo que se usaria para la experimentacion de las
pruebas de laboratorio, cosa para la que el material no esta pensado, el avance en cuanto
a los modelos ha sido significativo, alcanzandose un disefio final acorde a los objetivos
inicialmente marcados.

4.2. Trabajo futuro.

Un punto que no se llegd a solventar fue el de la presion que debian ejercer las
paredes del encapsulado sobre el chip para evitar fugas entre la tapa y la base. El disefio
era solido pero el material jugaba nuevamente un papel determinante, deformdndose en
arco tras los cambios de ambiente (temperatura y humedad) y permitiendo fugas.

El problema ha sido resuelto momentdneamente a través de pinzas colocadas a

presion sobre el encapsulado con el fin de evitar la deformacion del material y la
pérdida de fluido (Fig. 31).
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Fig. 31 Imagen de las pinzas sobre el prototipo fabricado.

En ese sentido las soluciones posibles son bastante claras: disefiar un
encapsulado de encapsulado en un material no deformable (acero inoxidable, por
ejemplo) de modo que se elimine el uso de estas pinzas y se evite la deformacion del
encapsulado primero o bien desarrollar un disefio mas robusto a partir del encapsulado
actual.

Un prototipo del encapsulado de encapsulado (Fig. 32) se empez6 a realizar
durante el transcurso del presente proyecto de fin de carrera, pero no lleg6 a concluirse
pues su fabricacion debia ser exacta, lo cual conllevaba a una mayor cantidad de
pruebas. Al mismo tiempo faltaban de analizarse mas opciones que pudiesen solucionar
este mismo problema.

Fig. 32 Disefio inicial del encapsulado de encapsulado.

Otro punto sobre el que se sigue investigando es acerca de las propiedades del
material de prototipado. Este material ofrece las ventajas mencionadas en cuanto a
disminucion de gastos pero genera problemas en torno a su aplicabilidad en entornos de
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cambios de temperatura y humedad por ser excesivamente propenso a las
deformaciones.

Caben sefalar otras mejoras posibles que, aunque no forman parte del proyecto
en particular que aqui se detalla, forman parte del proyecto global. Estas mejoras serian
por ejemplo la inclusion de véalvulas en reemplazo del sistema existente con piezas de
interconexion manual (Anexo A.2.) con sus respectivos lazos de control, asi como la
integracion de todas las partes dentro de una tnica plataforma que las contenga.

4.3. Conclusiones personales.

Mi participacion en el proyecto general me ha permitido conocer de cerca todo
un campo de la ciencia para mi desconocido como es el de las aplicaciones
microfluidicas en bioingenieria.

El desarrollo del disefio y la fabricacion de los encapsulados ha ampliado en
gran medida mis conocimientos en cuanto a disefio se refiere, a la vez que ha puesto a
prueba mi capacidad de inventiva a la hora de resolver los problemas puntuales que se
fueron presentando durante el camino.

Por ultimo, pero no menos importante, he de agregar que el caracter
multidisciplinar de este proyecto (en donde he coincidido durante su ejecucion con
electronicos y bidlogos) incrementa el valor de los avances logrados al tratarse de un
trabajo de coordinacion y entendimiento en grupo.
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ANEXO A.
PIEZAS COMPLEMENTARIAS.

A.l. Reservorio.

Dentro del circuito uno de los elementos a trabajar fue el reservorio el cual
servia para el almacenamiento del medio con los nutrientes necesarios para los
experimentos con las células. El requisito fundamental de su disefo era el volumen
adecuado para mantener el circuito siempre con fluido, esto es, alcanzar un volumen
correcto para el funcionamiento del setup completo, sin que este volumen fuese
innecesariamente alto pues aumentarlo en demasia entraria en contra de la necesidad de
reducir recursos.

De una geometria simple, el primer modelo de reservorio era cilindrico, con una
entrada y una salida preparadas para alojar conectores rapidos y separadas por un
barrido de 90°, con dos aberturas en la cara superior para la colocacion de filtros de
particulas en el aire y de oxigeno (Fig. 33).

Fig. 33 Disefio e imagen del primer modelo de reservorio.

Sin embargo durante el transcurso del trabajo de laboratorio se comprobd que la
altura del volumen depositado influia en las mediciones del caudal: a mayor altura el
fluido en el sistema se adquiria una mayor velocidad del caudal por efecto de la
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gravedad. Esto hizo pensar que lo mas conveniente era redisefar el reservorio para que
este fuera lo més alargado posible de modo que las variaciones de altura dentro de ¢l
fuesen despreciables (esto claro al trabajar en circuito abierto para pruebas de
laboratorio, pues el modelo final se deseaba para un circuito cerrado).

El modelo final de reservorio era un paralelepipedo de similares caracteristicas,
en cuanto a volumen, que su predecesor cilindrico, con agujeros para los filtros de aire y
oxigeno y cambiando ademas el tipo de entradas, utilizandose las entradas rapidas
descritas en el Capitulo 3.7 (Fig. 34).

Fig. 34 Modelo final de reservorio.

A.2. Pieza de interconexion.

Durante el desarrollo de las diversas pruebas hizo falta una pieza que
reemplazara a las valvulas mientras éstas estaban en su fase de calibracion y prueba. Se
decidi6 disefiar una pieza a la que se le pudiesen acoplar los conectores rapidos con seis
por un lado y tres por el otro, de modo que existiesen tres agujeros pasantes y tres
agujeros ciegos (Fig. 35).

La microbomba se conecta por el lado de los tres conectores al que interesase,
dependiendo del experimento a realizar, y el encapsulado se configuraria igualmente en
entradas abiertas o cerradas segun se necesitase uniéndose a los puntos adecuados por el
lado de los seis conectores.

Con esta pieza, que no pertenece al circuito final pues éste esta pensado para

funcionar con electrovalvulas, se controla la entrada de fluido para los diferentes
canales de entrada/salida de un modo manual.
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Fig. 35 Piezas de interconexion reemplazando la posicion de las electrovalvulas.

Este primer disefio también ha cambiado para su uso ya no con conectores
répidos (Fig. 15 en el Capitulo 3.1) sino con entradas rapidas (Capitulo 3.7.)

A.3. Piezaen T y en tridente.

Otro de los accesorios que hubo de utilizarse para las pruebas fueron las piezas
de bifurcacion de fluido: una pieza en T (una entrada, dos salidas) y otro en forma de
tridente (una entrada, tres salidas) que se pueden ver en la Fig. 36.

La primera se pensé con la finalidad de disminuir el caudal que circula a través
del chip a fin de lograr alcanzar los valores deseados (entre 1ul y 10ul), esto es, que
cumpla el papel de un bypass que redujese el flujo circulante por el chip.

La segunda tiene la intencidon de dividir el flujo para que todos los canales del
chip (los tres de entrada y los tres de salida) estén cebados de tal manera que haciendo
uso de la pieza de interconexion (Anexo A.2.) y, en un futuro, de las electrovalvulas, se
defina cudles entradas o salidas van a usarse.

Estas piezas, al igual que el reservorio y la pieza de interconexion, se han
modificado para su uso con entradas rapidas (Capitulo 3.7).
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Fig. 36 Piezas en Ty tridente.
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