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Resumen

Los sustratos para cultivo celular tradicionales carecen de propiedades fisicoquimicas importantes del
ambiente nativo de las células estudiadas. Por ejemplo, la rigidez es uno de los estimulos criticos que las
células perciben en su entorno in vitro e in vivo y que dictan su desempeiio y destino en cultivo: la
respuesta celular a la mecanica impacta ampliamente la funcién y fenotipo de las células. No sdlo la
rigidez estdtica, sino también impulsos variables produciendo un estado dindmico de esfuerzo deben
introducirse en plataformas de cultivo celular para simular el ambiente nativo. En este trabajo, se
presenta la fabricacidn y caracterizacidon de un chip del tamafio de un portaobjetos capaz de producir
estados biaxiales de fuerza/deformacion a través de una prueba de micro-inflamiento de una membrana
polimérica, para poder aplicarlo a cultivo celular con esfuerzos mecanicos locales controlables. Una
membrana de adhesivo fotocurable Loctite 3525 recubierto con hidrogel de poliacrilamida, colocado
sobre un soporte de polidimetilsiloxano (PDMS) se infla de forma controlada, en rangos de presion de
0-500 mbar, logrando deformaciones fuera del plano entre 0 y 1.7 mm de altura del casquete de
inflamiento para transmitir estimulos de estiramiento a células sembradas en la parte exterior de la
membrana. Esta plataforma, de disefio versatil, provee una metodologia para generar estimulos
mecanicos de tension biaxial en células utilizando un estimulo mecanico controlado de una membrana
fabricada con un material biocompatible, con propiedades mecdnicas cercanas a las presentes en el
entorno celular natural, compatible con técnicas de microscopia éptica, util para el estudio de
mecanobiologia en células epiteliales o endoteliales.

Abstract

Traditional cell culture substrates lack important physicochemical properties from the native
environment of the studied cells. For example, stiffness is one of the critical stimuli that cells perceive in
their surroundings, both in vivo and in vitro, and that dictate their performance and destination in cell
culture: cellular response to mechanics widely impacts cell function and phenotype. Not only static
stiffness but also several variable impulses that generate a dynamical state of stress must be introduced
in cell culture platforms to emulate the native environment of the cells. In this work, the fabrication and
characterization of a microscope slide-sized chip capable of producing stress-strain biaxial configurations
by a test of micro-bulging of a polymeric membrane, applicable to cell culture with locally controlled
mechanical stress. A photocurable glue Loctite 3525 membrane, coated with polyacrylamide hydrogel,
placed on top of a polydimethylsiloxane (PDMS) support is inflated in a controlled fashion, in a pressure
range from 0-500 mbar, achieving out-of-plane deformations from 0 to 1.7 mm in the height of the
bulge, to transmit stretching stimuli to cells cultured on top of the external part of the membrane. This
platform, with a versatile design, provides a method to generate biaxial stretching mechanical stimuli in
cells, using controlled deformation on a membrane fabricated with biocompatible materials with
mechanical properties similar to the ones present in the natural cell environment, compatible with
optical microscopy techniques, useful for mechanobiology studies in epithelial or endothelial cells.



1. Introduccion

1.1 Antecedentes

Los sustratos de cultivo celular tradicionales in vitro tales como las cajas Petri de vidrio o poliestireno, no
proporcionan un microambiente similar al encontrado in vivo, debido a que carecen de caracteristicas
importantes que impactan a las células como rigidez, flujo, geometria, estructura presentes dentro de los
tejidos. Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar e incursionar en la investigacién de dispositivos
gue permitan simular ciertas caracteristicas que la célula percibiria en su microambiente original, para
poder estudiar correctamente las respuestas celulares adecuadas ante ciertos estimulos.

El desarrollo de tecnologia de Sistemas Micro-Electro-Mecanicos (MEMS) y su integracion en sistemas
complejos para aplicaciones bioldgicas ha generado un nuevo campo de estudio, llamado BioMEMS. La
tecnologia MEMS ofrece la ventaja de construir estructuras bidimensionales (2D) o tridimensionales
(3D), con precision micrométrica, incorporando diferentes materiales con distintas propiedades fisicas o
guimicas tales como polimeros, metales y materiales dieléctricos. La complejidad de soluciones que se
puede generar con la tecnologia MEMS se correlaciona con los requerimientos de las aplicaciones
biomédicas [1]. Debido a la disponibilidad en aumento de dichas herramientas, los investigadores de
ciencias de la vida y bioingenieria han empezado a utilizar MEMS como plataformas para cultivo celular
con el propdsito de responder algunas preguntas bioldgicas fundamentales [1].

En un ambiente in vivo, las células estan sujetas a multiples estimulos que varian espacial y
temporalmente. La tecnologia utilizada para la fabricacion de MEMS es util para generar sistemas
microfabricados capaces de provocar en las células este tipo de estimulos en una manera controlable y
reproducible que no es posible obtener por técnicas estandares de cultivo celular. Ademas, esta
tecnologia puede ser utilizada para relacionar cultivo celular con dispositivos analiticos integrados que
pueden analizar los procesos bioquimicos que gobiernan el comportamiento celular [2]. Estos
dispositivos se han visto ampliamente implementados en investigacion biomédica basica y aplicada,
principalmente porque la litografia suave ha colocado a la microfluidica al alcance de laboratorios de
investigacion enfocados en biologia. Los materiales elastoméricos utilizados en la litografia suave,
principalmente el Polidimetilsiloxano (PDMS), son relativamente faciles de fabricar y compatibles con la
mayoria de ensayos bioldgicos [2].

El bioanalisis a nivel celular proporciona informacion directa de una célula individual o un grupo de
células, lo que juega un papel esencial en el entendimiento de cada elemento celular y su correlacién con
un sistema biolégico complejo. Debido a que el tamafio de los chips microfluidicos tienen compatibilidad
con las células, los sistemas microfluidicos son plataformas ideales para la manipulacién y analisis in vitro
de células singulares o en grupo [3]. Los sistemas microfluidicos ofrecen la habilidad de crear
interacciones célula-célula, célula-sustrato y célula-medio con un alto grado de precisién. A medida que
ha aumentado la popularidad de los ensayos con células utilizando sistemas microfluidicos, la
caracterizacion de cultivos celulares dentro de sistemas microfluidicos ha adquirido importancia [3].



En este trabajo, se presenta un dispositivo que emula las caracteristicas de rigidez, curvatura y estimulos
mecdnicos durante el cultivo por medio de cambios de presiéon controlados por bombas de presion. El
dispositivo se pretende utilizar para estudiar células que se encuentran continuamente expuestas a un
estimulo mecanico, tales como células epiteliales y endoteliales de pulmdn, de intestino o de vasos
sanguineos, y por lo tanto tiene que cumplir con los siguientes requisitos: debe ser un dispositivo que en
la seccidon donde se realizara el cultivo celular, tenga rigideces similares a las encontradas en dichos
tejidos; debe estar fabricado de materiales biocompatibles, sobre los cuales se pueda realizar cultivo
celular; debe ser capaz de soportar las presiones que se encuentran en estos tejidos y debe de ser
compatible con la forma en la que se observan los cultivos biolégicos. A grandes rasgos, el dispositivo
consiste en un soporte de polidimetilsiloxano (PDMS), con una membrana del adhesivo fotocurable
Loctite 3525 que se infla de manera controlada, cambiando asi la rigidez y la curvatura locales, y que
permite colocar sobre ella un recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida para que la deformacién sea
ejercida sobre este material suave. Como se mencionard mas adelante, los hidrogeles de poliacrilamida
son efectivamente un material ampliamente utilizado en cultivo celular, debido a que se puede ajustar la
rigidez de este material.

1.1.1 Ejemplos de dispositivos que utilizan la presion para
generar un estimulo sobre células

El dispositivo presentado en este trabajo utiliza cambios de presidon para generar cambios en la curvatura
del sustrato. En la literatura existen varios dispositivos que, a partir de cambios en la presion, provocan
cambios en la rigidez o curvatura del material y asi proporcionan estimulos mecdanicos para ver los
efectos en tejidos o cultivos celulares. A continuacién se mencionan algunos de ellos:

Huh et al. presentan un microsistema biomimético que reconstruye la interfaz alvéolo capilar funcional
critica [4]. El dispositivo reproduce respuestas a nivel de 6rgano ante bacteria y citoquinas inflamatorias
introducidas en el espacio alveolar, investigando el efecto del esfuerzo mecanico en las respuestas
inflamatorias del pulmoén a nanoparticulas de silice. El esfuerzo mecanico también potencia la absorcién
epitelial y endotelial de nanoparticulas y estimula su transporte en el canal microvascular subyacente. El
dispositivo se muestra en la Fig. 1. Este dispositivo consiste en un chip de PDMS compartimentalizado
para formar una barrera alveolo-capilar en una membrana delgada y porosa, recubierta con matriz
extracelular. El dispositivo recrea movimientos fisioldgicos de respiracién al aplicar vacio a las camaras
laterales y causar estiramiento mecanico de la membrana de PDMS formando la barrera alvéolo-capilar.
Se cultivaron células humanas epiteliales alveolares y células humanas endoteliales de microvasculatura
pulmonar. [4]



laterales
Figura 1: Disefio de un chip donde se utilizan modulaciones de presién para ejercer esfuerzos de
estiramiento y contraccidn sobre un cocultivo celular de células alveolares y de la vasculatura de pulmén.
Imagen adaptada de [4].

Por otro lado, Walker et. al presentan en [5] un estirador de microtejidos operado por vacio para
estudiar el comportamiento celular dentro de un ambiente multicelular compuesto de proteina de
matriz extracelular, y en respuesta a estiramiento uniaxial continuo, que se muestra en la Fig. 2. Este
dispositivo consiste en un arreglo de 50 microarreglos fabricado en PDMS de postes en los cudles se
cultivan microtejidos de lineas celulares NIH3T3 y NIH3T3-GFP, ambas fibroblastos de ratén. Estos postes
estdn conectados a canales microfluidicos independientes, lo que permite realizar estiramientos
oscilatorios a los microtejidos cultivados.

a)

SRR 1

Figura 2: a) Diagrama transversal del dispositivo de PDMS activado por vacio para realizar estiramientos
oscilatorios en una matriz de microtejidos, a partir de la deformacién de pilares. b) Micrografia de la
matriz de 50 microtejidos. b) Seccién transversal de los microtejidos. Figura adaptada de [5].
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Por otro lado, se ha observado que la curvatura del sustrato afecta las propiedades de las células, tales
como forma, orientacion y polarizacion [6]. Teniendo esto en cuenta, se ha utilizado también el control
de presién y el efecto que tiene sobre la curvatura para fabricar dispositivos para cultivo celular y
controlar una caracteristica en particular del dispositivo desde el momento de la fabricacién.

Por ejemplo, Hsieh et al. [7] generaron un intervalo de esfuerzos estaticos en gradiente sin ningln
control externo para la simulacidn de comportamiento celular dentro de microambientes de hidrogeles
tridimensionales. Ellos utilizan un chip microfluidico con una membrana flexible de PDMS. Insertan
dentro del chip un hidrogel de gelatina metacrilatada (GelMA) cargado con células, fotopolimerizable.
Posteriormente, polimerizan de forma localizada el GelIMA en forma de circulos concéntricos. Para ello,
utilizan una fotomascara y a partir de exposicion a luz UV, logran establecer un gradiente de esfuerzos
sobre las células una vez que la presién es retirada del chip. En la Fig. 3 se muestra el procedimiento de

forma mas detallada.

®.
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Figura 3: Esquema de la fabricacion para hidrogeles con gradiente de esfuerzos en un chip microfluidico
de PDMS. Dentro de un chip microfluidico de PDMS, con un pozo de inflamiento y una membrana (a), se
encuentra un hidrogel fotopolimerizable cargado de células. Cuando se provoca un aumento en la
presidon hidrostatica dentro del chip, el hidrogel se estira e infla la membrana de PDMS (b). Debido a la
polimerizacién seleccionada a través de una fotomascara (c), se forman circulos concéntricos (d) de
hidrogel polimerizado. Al retirarse la presién y relajarse el PDMS, (f) se obtiene un gradiente de
esfuerzos sobre los hidrogeles que encapsulan a las células, siendo de mayor intensidad aquellos circulos
mas cercanos al centro del dispositivo, con los esfuerzos en una direccidn radial con respecto de los
circulos concéntricos. (g) Imagen adaptada de [7].

Cabe mencionar que el disefio del dispositivo utilizado para esta aplicacién es similar al que se presenta
en el presente trabajo, como se vera mas adelante, en la seccién 2.1.1 Desglose de cada componente del

dispositivo.
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Como se puede apreciar, existen diversas aplicaciones de dispositivos activados por cambios de presion
para generar estimulos mecanicos sobre ciertos cultivos celulares, o que aprovechan el cambio en la
curvatura generado por la presién durante la fabricacion, por lo que un dispositivo que puede cambiar el
radio de curvatura, y por lo tanto su rigidez local, permitiria el estudio de ciertos estimulos mecdnicos
sobre las células que se cultiven sobre él.

1.1.2 Lista de conceptos utiles

A continuacioén, se enlista una serie de definiciones utiles de conceptos de mecanica de materiales que se
utilizaran a lo largo de este trabajo:

o Esfuerzo [8] [en inglés, stress]: En una deformacidn de un material, se ejercen fuerzas o cargas
gue provocan cambios de forma en el material. Las fuerzas internas a las que las particulas estdn
sujetas debido a sus particulas vecinas se conocen como esfuerzo (o), y estan normalizadas al
area sobre la que se ejercen estas fuerzas. En mecanica de medios continuos, se define un tensor
de esfuerzos, consistente de nueve componentes G, que definen completamente el estado de

esfuerzos en un punto del material en las diferentes direcciones de las coordenadas espaciales
elegidas [9].

e Deformaciéon [8] [en inglés, strain]: Medida del cambio de forma de un material debido a un
esfuerzo representando el desplazamiento entre particulas en el objeto relativas a una longitud
de referencia. Es una cantidad adimensional, generalmente expresada en fraccién o porcentaje
de las dimensiones originales del material. Se representa por la letra €. En mecanica de medio
continuo, la deformacién es una cantidad tensorial, conocida como tensor de esfuerzos de
Cauchy, donde cada componente g, representa la deformacién de un punto del material en la

direccion de las coordenadas espaciales elegidas [9]. La relacidn entre esfuerzo y deformacion
permite conocer el comportamiento de los materiales ante una fuerza que lo deforme. En la Fig.

4 se muestra una curva de esfuerzo-deformacion tipica para un metal.
Co » €0

o, Esfuerzo

S
e, Deformacion

Figura 4: Curva de esfuerzo-deformacion para un metal en una prueba de tensién uniaxial.
Imagen adaptada de [10].
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o Material elastico [8]: Material que regresa a su forma y tamano original después de retirar una

fuerza que ocasiona una deformacién. Existen diferentes tipos de comportamientos elasticos:

o Comportamiento linealmente elastico [8]: Presenta una relacién entre esfuerzo y

deformacion lineal, de la forma o = E¢. La constante de proporcionalidad £ se conoce
como modulo de Young. En la Fig. 4, se puede ver como la pendiente entre los puntos Ay
B, donde la relacién entre esfuerzo y deformacién es lineal. En Sl se mide en Pa.
Elastdmero o material tipo goma [11]: Material que puede recuperarse de deformaciones
grandes rapidamente sin la necesidad de aplicar fuerza externa, y pueden soportar una
alta deformacion (~ 300 — 500% ) antes de romperse.

Material plastico [8]: Material sélido que presenta un cambio de forma irreversible en
respuesta a una fuerza deformante. Al retirar la fuerza, el material no regresa a su forma
original. A fuerzas pequefias, dependiendo de las propiedades del material, ciertos
materiales con comportamiento plastico pueden presentar un comportamiento elastico.
Por ejemplo, en la Fig. 4, el comportamiento plastico se da después de pasar el esfuerzo al
limite de proporcionalidad, c,. Después de este punto, la relacion entre esfuerzo y
deformacion deja de ser lineal, y la deformacion es irreversible.

e Coeficiente de Poisson [8]: Se representa por la letra v. Razén negativa entre la deformacion

., . . . .y ., . de, .
transversal y la deformacién longitudinal a la direcciéon de compresién o elongacién. v = — -2

dslong

En la Fig. 5, se muestran las deformaciones que se utilizan para obtener el coeficiente de Poisson,

siendo x la direccion longitudinal, mientras que y y z son las direcciones laterales. En la Fig. 5, si

se ejerce un esfuerzo sobre el material en la direccion x, aumentara la longitud L en la direccién

x y reducird su didmetro en las direcciones y y z. Para este caso, un material eldstico e

isotropico, ¢, = ¢,y al graficar cualquiera de ellos con respecto a g,, se obtiene una recta con

pendiente negativa. El coeficiente de Poisson v corresponde al negativo de esta pendiente. Para
la mayoria de los materiales v > 0.

| d
- }> o,

le E

Figura 5: Extensidon longitudinal y contraccion lateral utilizadas para obtener el coeficiente de Poisson

(v ) para un material linealmente elastico, isotrépico y homogéneo. Imagen adaptada de [10].

e Modulo biaxial [12]: En una deformacién biaxial, por ejemplo un inflamiento, se define como

Y:

E

1-v
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1.1.3 Comportamiento de una membrana circular sujeta a
inflamiento

El chip que se presenta en este trabajo consiste en una membrana sobre la que se ejercen esfuerzos a
partir de cambios de presidn por medio de un canal microfluidico. Se decidié que la geometria que debia
tener la seccidn de la membrana sujeta al esfuerzo tendria que ser circular, debido a las razones que se
enumeran enseguida:

® En un principio, se consideré una geometria donde los canales a través de los cuales se ejerceria
la presién y la seccién donde la membrana seria inflada presentaran una geometria rectangular,
porque presentaba una forma de fabricacién aparentemente sencilla, pues las formas con
angulos cuadrados son, en general, mas faciles de fabricar con las técnicas a nuestro alcance. Sin
embargo, esta idea se descartd debido a que se encontré en la literatura que el esfuerzo que
presenta una membrana cuadrada o rectangular es mayor con respecto a una membrana circular,
ambas sujetas de los bordes [13].

e Por otro lado, en una membrana circular se tiene una condicién de axisimetria con respecto a la
distribucidn de esfuerzos; condicién que no se tiene para una membrana cuadrada. Por ejemplo,
en la Fig. 6 se muestra la distribucién de esfuerzos de una membrana cerdmica sometida a una
presion [14], en lo que se conoce como prueba de abultamiento (bulge test), de la cual se hablara
mas adelante. Es evidente la condicidon de axisimetria de los esfuerzos en la membrana. Si bien, la
membrana de la Fig. 6 es cerdmica, mientras que la que se utiliza en esta tesis es polimérica, se
utiliza este caso como ejemplo, ya que las propiedades mecdnicas de membranas metalicas y
algunas ceramicas permiten un tratamiento tedrico mas sencillo con respecto a membranas
poliméricas.

Seccién
transversal

Distribucion de
esfuerzos principales

¥0.327 GPa ¥0.598 GPa

(@) (b)

Figura 6: Distribucion de esfuerzos principales en membranas cerdmicas (circonia estabilizada con itrio)
de forma cuadrada y circular. a) Membrana cuadrada de 2 mm de lado. b) Membrana circular de 2 mm
de didmetro. Imagen obtenida de [14].
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® Ya que el propdsito del dispositivo es proporcionar estimulos mecanicos en células, la condicién
de axisimetria facilita la correlacién del comportamiento cultivo celular con la geometria del
dispositivo, una vez que las células se encuentren adheridas al dispositivo. Por ejemplo, se ha
observado que las células modifican su comportamiento en respuesta a las condiciones
mecanicas locales del sustrato sobre el que se encuentran [15]. Por otro lado, un sustrato
circular permite una mayor uniformidad de las células al momento del sembrado [16]. Ademas,
se ha visto que existen otros chips para cultivo celular que aprovechan la condicién de axisimetria
en la generacién de esfuerzos para realizar cultivo [7].

Debido a las razones anteriormente expuestas se eligié una geometria circular para la seccién de la
membrana que se someteria a los esfuerzos transmitidos mediante la presién. El problema de una
membrana circular sujeta por los bordes ha sido ampliamente abordado, tanto tedrica como
experimentalmente. El someter una membrana a un aumento de presion, y a partir de ello, obtener las
propiedades mecdnicas del material deformado es algo que se conoce como la prueba de abultamiento
(bulge test, en inglés), e incluso se encuentra estandarizado para pruebas en producciones industriales
de laminas metdlicas [17]. El esfuerzo ejercido sobre una membrana en la prueba de abultamiento es
biaxial, es decir que se generan esfuerzos en dos direcciones por cada punto de la membrana. El
principio de operacién de la prueba de abultamiento es el mismo que el dispositivo que se expone en
esta tesis; con la diferencia de que la prueba de abultamiento estd mas enfocada hacia la caracterizacién
de los materiales, y el chip de inflamiento que se desarrolld estd mds enfocado a la generacién de
esfuerzos en el material para provocar un estimulo mecanico en las células que se llegaran a cultivar
sobre el mismo. En lo que resta de esta seccion, se expondrdn distintos modelos tedricos que se han
utilizado para caracterizar la prueba de abultamiento; de forma que se tenga una perspectiva mas amplia
para interpretar los resultados obtenidos de la caracterizacién del chip de inflamiento. Cabe mencionar
gue los modelos mas sencillos de la prueba de abultamiento estan enfocados en materiales elasticos,
tales como metales y ceramicos y que para la descripciéon de materiales poliméricos, se deben realizar
suposiciones mas fuertes.

La prueba de abultamiento fue propuesta por Beams en 1959 [18] y a partir de ella, se han realizado
diversas modificaciones a dicha prueba. En [12], Small y Nix hacen un analisis de las ecuaciones
planteadas para diversas consideraciones de una prueba de abultamiento para una membrana circular.
Primeramente, hacen un estudio de las soluciones analiticas propuestas para este problema. El modelo
mas sencillo, propuesto por Beams [18], parte de la suposicidon de una membrana inicialmente plana, sin
esfuerzos.

Para este caso, los esfuerzos en la membrana estan dados por la ecuacion
= BR
c 5, (2)
Donde o es el esfuerzo, P, la presién, R el radio de curvatura de la membrana, y ¢ el espesor de la
misma, asumiendo que se infla en forma de un casquete esférico, de acuerdo al diagrama que se

muestra en la Fig. 7 [12].

Es importante comentar que a lo largo de este capitulo se utilizara el término presidn como la presidn en
el interior de la membrana P, , considerando una presion P =0 en el exterior de la membrana. Sin
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embargo, se puede hacer una equivalencia si se considera presion exterior P, #0 , tomando
P :Pint_Pext'

2
A

Ll e T
ol P

. b

Figura 7: Casquete esférico utilizado para el inflamiento del modelo de Beams. Imagen obtenida de [12].

La ecuacion (1) se puede expresar en términos de la altura del casquete esférico /, siempre y cuando la
altura sea mucho menor que el radio (a) de la membrana sin estirar [19].

2
o= 5 @
Y la deformacidén esta dada por
2
e=2L (3)

p =58 (4)
Siendo Y el mdédulo biaxial, definido como
Y =& (5)

Donde E es el médulo de Youngy v, el coeficiente de Poisson del material.

De acuerdo con Small y Nix, un nimero de autores han apuntado que las suposiciones del modelo de
Beams, correspondientes a una membrana inicialmente plana y sin esfuerzos es solamente un caso
especial, y que mas cominmente habria esfuerzos residuales en la membrana que causaran que ésta se
encuentre tensa o flacida. Catlin y Walker [19] tomaron en cuenta el efecto de una membrana flacida al
expresar la deformacion debido a la presién como la diferencia entre la deformacion debida a la altura
total del abultamiento y la deformacién aparente calculada a partir de la altura del bulto inicial debido a
la flacidez A, que se resume en la Ec. (6) y se muestra en la Fig. 8.

&= 5m(h = hy’) (6)
El esfuerzo es una funcién de la presidn, el radio de curvatura y la altura del casquete esférico, por lo que
la Ec. (2) sigue teniendo validez, pero la presion necesaria para llegar a una altura dada, sera menor a
aquella necesaria para una membrana inicialmente plana.
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Figura 8: Prueba de abultamiento para una membrana flacida. Imagen obtenida de [13].

Estas consideraciones tedricas parten de la suposicion de que la altura del casquete esférico se conoce
exactamente. Sin embargo, experimentalmente es dificil conocer con precision la altura del casquete,
siendo los métodos interferométricos la forma mas precisa para medir la altura de este casquete. El
enfoque de Itozaki [20] para resolver este problema propuso que la altura total del bulto deberia estar
expresada como la suma del desplazamiento medido durante la prueba, 1, y la altura al inicio de la
prueba, /., como se muestra en la Fig. 9.

n

v\

Figura 9: Distincidn entre el desplazamiento medido ( 77 ), y la altura real de la membrana (h). Imagen
obtenida de [12].

Con estas suposiciones, las ecuaciones (2) a (6) se resumen en la siguiente ecuacion:

P = &L+ ) (h, +n)° + 4] (7)
Siendo A4 un término para considerar la tensién o flacidez inicial de la membrana. Esta solucién propone
ajustar la ecuacion (7) a los datos experimentales para reducir la incertidumbre en la medicién de la
altura.

Todas las ecuaciones anteriores fueron obtenidas bajo la suposicion de que una membrana circular
sujeta por los bordes se podria aproximar como la seccién de una esfera, pero existen fallas en esta
suposicién. La primera de estas es que la ecuacién para el esfuerzo en la pelicula es indefinida para una
pelicula delgada (R =) a presidn cero. Esta falla surge de que, para una pelicula sin esfuerzos de
torsidn, ésta no presentaria resistencia a la deformacion. Por lo tanto, se espera que las ecuaciones
aplicables a una seccion esférica no sean muy precisas para desplazamientos muy pequefios. Ademas, las
ecuaciones de membrana esféricas estan basadas en la suposicion de un estado de esfuerzo vy
deformacion equi-biaxiales en la totalidad de la pelicula. Este estado no se encuentra presente en la
prueba de abultamiento porque la restriccion de sujecidn en los bordes requiere que el esfuerzo a lo
largo de la circunferencia sea cero en el borde. Hill [21] mostré que una pelicula puede adoptar la
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geometria de un casquete circular en una prueba de abultamiento, solamente si el esfuerzo en la
pelicula varia exponencialmente con la deformacion (i.e. o =oc,exp(e), con o, una constante). Una
curva de esfuerzo deformacion de este estilo no es el comportamiento esperado para materiales reales
[12].

Por otro lado, Small y Nix muestran otro enfoque propuesto por Tsakalakos [22], en donde los esfuerzos
y curvaturas en la membrana son determinados directamente al resolver un equilibrio de fuerzas en un
elemento de la superficie deformada. El resultado es una serie de ecuaciones diferenciales que se
resolvieron numéricamente utilizando las condiciones de frontera: que el centro esté plano, es decir, que
un plano horizontal sea tangente al centro; y que el borde de la membrana permanezca fijo a lo largo del
borde. En este modelo, la forma de la membrana y las distribuciones de esfuerzos y deformaciones en la
pelicula son calculados, en lugar de asumidos. Sin embargo, el método no provee una solucién analitica
simple y no es facilmente modificable para tomar en cuenta modificaciones a las condiciones iniciales no
lineales.

Otro enfoque para abordar la prueba de abultamiento en una membrana esférica, propuesta por
Timoshenko [23], consiste en asumir la forma de la membrana y obtener la distribucién de esfuerzosy
deformaciones al minimizar la energia de deformacién del sistema con respecto a constantes dadas por
la geometria del sistema. La relacidon que se obtiene para la presidon con respecto a la altura, suponiendo
un arco circular es:

p =1 (8)
El analisis por minimizacion de energia provee una mejor aproximacién que el andlisis partiendo de la
membrana esférica [12].

Después de explorar estos métodos de abordaje del problema, Small y Nix proponen una formulacién
para determinar el comportamiento de una membrana delgada en una prueba de abultamiento [12].
Para ello, primero definen las condiciones de frontera. Primeramente, utilizan una suposicidon
axisimétrica para reducir el problema tridimensional a un problema bidimensional. Y definen las
condiciones de frontera de la siguiente manera:

u=0 j—g=o,enr=o (9.1)
u=0 w=0 §—g=o,enr=a (9.2)

Donde u y w son desplazamientos en las direcciones r y z; y & es la distancia a lo largo de la
membrana desde »=0. Las condiciones de frontera (9.1) dictan que el centro de la membrana
permanecera a lo largo del eje de simetria y que la parte superior de la membrana se encontrara plana.
Las condiciones (9.2) modelan el efecto de la sujecién a los bordes, al mantener el eje fijo e impidiendo
gue la membrana rote en esos puntos. Para este modelo, se parte de la suposicién de una membrana
linealmente el3stica, y se utilizan las constantes mecdnicas del aluminio, por ser un metal elastico de
propiedades mecdnicas conocidas, y realizan tres suposiciones iniciales: membrana sin esfuerzo inicial,
membrana flacida y membrana estirada. En el estudio, se aumenta la presidon en un lado de la membrana
hasta que la membrana llegue a la altura deseada, y a partir del comportamiento, se pueden obtener
curvas de esfuerzo deformacion, en las direcciones normales y tangenciales a la circunferencia de la
membrana. Small y Nix realizaron la simulacién [12] utilizando el programa MARC [24].
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A partir de su modelo de elementos finitos, para mejorar la precisién de la prueba de abultamiento
proponen que se use la ecuacion,

P =L (h + )&k, +n) + F] [10)
como una modificacion a la ecuacion de Itozaki. Esta ecuacidon se puede utilizar para ajustar los datos en
una prueba de abultamiento, y obtener la altura inicial (7, ), el médulo biaxial (Y ) y el esfuerzo inicial
o, ) sobre la membrana. Posteriormente, se puede utilizar la ecuacion siguiente para corregir el médulo
biaxial:

Y

Y= T70.24v—0.00027(1 V), (11)

Un punto a resaltar que mencionan Small y Nix, consiste en que, para una prueba de abultamiento para
una membrana circular, el realizar la prueba sobre una membrana con arrugas, la suposicion de
axisimetria no es valida. EIl modelo de elementos finitos presentado en el andlisis de Small y Nix
muestran una dependencia de la presién con la altura de la membrana a la tercera potencia (P ~ 4 ),
mientras que diversos datos experimentales obtenidos en membranas arrugadas, muestran una
dependencia cuadratica (P ~ ). Los modelos disponibles no son suficientes para modelar una
membrana con arrugas. [12] Cabe recalcar que el desarrollo realizado por Small y Nix esta enfocado a la
prueba de abultamiento en membranas metalicas, delgadas, y en el limite el3stico.

Los modelos mostrados en [12] parten de la suposicion de una membrana delgada, es decir, donde el
espesor de la membrana es despreciable con respecto al radio de la membrana, y enfocado a
membranas metalicas, por ser un material elastico. En otro modelo presentado en [25] por Jianbing et al.
muestran un analisis de las propiedades mecdnicas de una membrana circular polimérica ante presion
uniforme, considerando una membrana con espesor. Ellos parten de un modelo constitutivo, publicado
en [26] a partir de la modificacién a un modelo de Gao [27], para la funcién de energia de deformacién
para materiales tipo goma incompresibles:

W=A[U,"-3")+adl," —3")] (22)
Donde:
W : Energia de deformacién
A, n,a: Constantes del material
1,1, : Primery segundo invariantes del tensor izquierdo de deformacién de Cauchy—Green.

A partir de esta energia de deformacidn, Jianbing et al., modelan una membrana polimérica hipereldstica
sometida a presion uniforme, que se asemeja mds al problema que nos interesa. Un material
hipereldstico consiste en un material cuyo comportamiento se puede derivar de una funcién de densidad
de energia de deformacion ( W). Ellos obtienen ecuaciones constitutivas de la membrana, asi como el
comportamiento de los esfuerzos normales y tangenciales en la membrana. Se muestra a continuacién
un resumen de este modelo:

Primeramente, definen un sistema de referencia sobre la membrana a partir de coordenadas cilindricas.

En la configuracion del observador, la geometria de la membrana polimérica esta descrita en términos
de coordenadas polares cilindricas (R, ©, Z), mientras que en el sistema de referencia de la membrana,
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la geometria estd descrita en términos de las coordenadas polares cilindricas (r, 6, z), como se ve en la
Fig. 10 [25].

r Rysing l .

N |
R, : dz i

e T

03 : :

—>i dr
C
(0] 1
L zZY

Figura 10: Izg. Diagrama de la membrana deformada bajo presién. Der: Seccién transversal del cascarén
formado por la membrana después de inflarse. Figuras obtenidas de [25].

Antes de la deformacién, el radio de la membrana circular es a y su espesor H . Después de la
deformacion, la membrana se transforma en un cascarén delgado En el sistema de referencia de la
membrana las deformaciones principales se pueden definir como:

—ds — dr
7\'1 " dR ~ cos@dR
A =5 (13)
— h
=g

Asi, A es la deformacién principal a lo largo de la direccién tangencial de longitud, X, es la
deformacién principal a lo largo de la direccién tangencial de latitud y A3(R) es la deformacién principal a
lo largo de la direccidén normal al cascardn.

Para una membrana sometida a una presidon P, se obtienen las siguientes ecuaciones gobernantes:

d%(rTl):TZ

dz —

4~ tan o (14)
DB - 2
dr r Ay cos@

; = 1P

donde T'; = H A30;, siendo o, el esfuerzo en la direccion .
A partir de este modelo, obtienen el comportamiento para el desplazamiento vertical de la membrana,

el estrés radical y el estrés perimetral, que se muestran en la Fig. 11. En esta figura, los desplazamientos
se encuentran normalizados con respecto al radio de la membrana antes del inflamiento a; mientras
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gue las presiones y esfuerzos se encuentran normalizados a la constante 4, que

una constante del material [25].

en este formalismo es
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Figura 11: Comportamiento de las propiedades de una membrana hiperelastica, en funcién de la

distancia del punto al eje vertical (R/a), para diferentes presiones (P/a). a) Desplazamiento vertical. b)

Esfuerzo radial. c) Esfuerzo tangencial. Los parametros se hicieron adimensionales. Figuras obtenidas de

[25].

La prueba de abultamiento se ha utilizado principalmente para realizar pruebas sobre membranas

metalicas y semiconductoras, pero también, en menor medida, se ha utilizado para medir las
propiedades mecanicas de membranas poliméricas [28,29]. Esto es debido a que, como se menciond a lo

largo de esta seccidn, se deben de tener en cuenta muchos mas factores en el andlisis de la prueba de

abultamiento para membranas poliméricas que para membranas de metales o semiconductores. La

prueba de abultamiento no solamente es util para caracterizar las propiedades de membranas metalicas
o poliméricas, sino que también se ha adaptado esta prueba para caracterizar las propiedades mecanicas

de tejidos bioldgicos, por ejemplo, piel [30-33].
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Los modelos tedricos presentados en esta seccidn parten de la suposicién de una Unica membrana que
es sometida a un proceso de inflamiento. El modelaje de una membrana multicapa debe tomar en
consideraciéon las propiedades individuales de cada uno de los materiales componentes: espesor,
comportamiento mecanico del material; asi como el acoplamiento entre los dos componentes de la
membrana. Por ejemplo, Finot y Suresh [34] modelan diversos variaciones de un sistema multicapa, de
dos y tres capas sujeta a expansidon termoelastica. Exploran primero el caso de ambos materiales con
respuesta elastica y pequenas deformaciones, luego el de deformaciones grandes, pasan al caso en
donde se empieza a tener un comportamiento pldstico, posteriormente consideran el caso donde se
aumenta el espesor de las membranas, y abordan posteriormente un caso donde se considera una
membrana intermedia con un gradiente de rigideces entre las dos membranas iniciales. Como se
mencionara a lo largo de este trabajo, el dispositivo que se presenta en esta tesis se compone de una
membrana que presenta un comportamiento plastico, con un recubrimiento elastico de baja rigidez, y al
ejercer las deformaciones, éstas son mayores al espesor de la membrana. Por lo tanto, para realizar el
modelaje tedrico del dispositivo presentado en este trabajo se debe tener en consideracidn todos estos
elementos.

Por ultimo, con respecto al comportamiento de una membrana polimérica de dos capas, se ha
observado que cuando una de dichas capas presenta una deformacién mds alla de su limite elastico, y
otra de ellas tiene un comportamiento el3stico, la energia elastica almacenada en la parte eldstica puede
proveer una fuerza restitutiva que revierta la deformacion pldstica para cierto rango de deformaciones
[35].

Cabe mencionar que esta tesis se enfocd en la fabricacién del dispositivo de inflamiento; y no en la
realizaciéon de una prueba de abultamiento. Sin embargo, el modelaje de la prueba de abultamiento con
una membrana circular resulta util para interpretar el comportamiento final de la respuesta del chip a
una presion de inflamiento que se presenta en este trabajo. En particular, se utiliza la suposicién de
casquete esférico mostrado en la Fig. 6; la consecuencia de la flacidez de la membrana sobre el
comportamiento de inflamiento mostrado en la Fig. 8 y las consideraciones que se acaban de mencionar
sobre que la membrana se componga de dos materiales con distintos comportamientos individuales.

21



1.1.4 Materiales utilizados en la fabricacion del dispositivo de
inflamiento

En esta seccidn se presenta una breve descripcion de los materiales utilizados para la fabricacion del
chip. El método mas desglosado se presenta en la seccidon 2.1.2 Protocolo para la fabricacién del
dispositivo de inflamiento biaxial:

Polidimetilsiloxano (PDMS)

Elastdmero perteneciente a un grupo de compuestos organosilicicos, conocidos como siliconas. Es un
polimero en general quimicamente inerte, biocompatible, transparente a la luz visible no téxico y no
flamable [36].

Presenta la estructura quimica que se presenta en la Fig. 12.

H;C HsC CHs CHs
H3C\éi S| s'i:/CH3
/ \‘O/ ~ O/ \

H;C CH,4

- -n

Figura 12: Estructura quimica del Polidimetilsiloxano

Se utiliza en técnicas de molde réplica de litografia suave, debido a la capacidad de réplica de unos
cuantos nanémetros de las estructuras de un molde micromaquinado [37]. Es un material muy utilizado
para la fabricacidn de dispositivos microfluidicos. En particular, la formulacién que se utilizé en este
proyecto consiste en el PDMS Sylgard™ 184 de Dow Corning®, para realizar los canales microfluidicos.
Este material se polimeriza por medio de energia térmica, con temperaturas de curado que pueden ir
desde 25°C hasta 150°C, segun las especificaciones del fabricante. [38]

El PDMS presenta una elasticidad de tipo goma con un médulo de Young £ ~ 1.3 MPa y de Poisson
v ~ 0.5 reportados para la presentacién y tipo de preparacidon que utilizamos [39]. En este trabajo, se
utiliza para la fabricacion del chip de inflamiento con canales microfluidicos, sobre el cual se colocara la
membrana del adhesivo fotocurable Loctite 3525 con el recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida.
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Polimetilmetacrilato (PMMA)

Poly (metil methacrilato) (PMMA) es un polimero sintético del monémero metil metacrilato, cuya
estructura quimica se presenta en la Fig. 13.

n

Figura 13: Estructura quimica del polimetilmetacrilato (PMMA).

Es un termoplastico transparente, utilizado ampliamente como un sustituto de vidrio inorganico, debido
a que muestra alta resistencia al impacto, es ligero, resistente al impacto y exhibe condiciones favorables
de procesamiento [40].

El PMMA se ha utilizado como un molde para realizar réplicas dentro del marco de la litografia suave
[41]. En este trabajo se utiliza para fabricar los moldes maestros para la réplica del chip de inflamiento, a
partir del procesamiento por microfresado.

Intermediate Polimer Stamp (IPS)

Polimero patentado por Obducat® para su uso en técnicas de litografia por nanoimpresién (NIL),
proceso del que se hablard mas adelante. Este polimero se utiliza como un intermediario para transferir
el disefio del molde duro en un proceso de NIL a este polimero, para después ser transferido al sustrato
rigido sobre el cual se desea realizar la litografia [42].

En este proyecto, este material fue utilizado para obtener la réplica del patrén de difraccidon de un DVD;
para después ser transferido al chip de inflamiento. Esta réplica fue obtenida mediante la técnica de
litografia por nanoimpresién, con la finalidad de probar que es posible la microestructuracion de una
membrana de Loctite 3525 en el chip de inflamiento. Ademas, aprovechando sus propiedades
antiadherentes, se utilizé este material para lograr que el recubrimiento del hidrogel sobre el chip sea
plano.

Loctite 3525

Adhesivo fotocurable basado en acrilatos, optimizado para adhesion de alta resistencia para unir vidrio,
metales y plasticos para aplicaciones industriales. Se ha utilizado previamente en nuestro laboratorio
para adherir hidrogeles de poliacrilamida a sustratos de PDMS [43], o para fabricar cajas de cultivo
recubiertas con hidrogel de poliacrilamida [44]. El Loctite 3525 es compatible con microscopia de
fluorescencia, y prueba de esto es que, en las referencias mencionadas se utilizan distintos fluorocromos
para el marcaje de los andamios celulares, tales como: calceina y ioduro de propidio, kit para detectar
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apoptosis con fluoresceina, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594. La resina Loctite fluoresce fuertemente en
el espectro UV [43]. No obstante, se puede utilizar microscopia confocal para generar un mejor contraste
en la sefial, si las imagenes que se estan tomando asi lo requieren.

En el dispositivo que se presenta en este trabajo el Loctite 3525 se utiliza como un sustrato que se
adhiere al bloque de PDMS donde se encuentran los canales microfluidicos y la cdmara de inflamiento, y
sobre el cual se polimeriza el hidrogel de poliacrilamida que sera sujeto del inflamiento. Como se
menciond anteriormente, el PDMS, se puede polimerizar desde una temperatura de 25°C hasta una
temperatura de 150°C. Cuando el PDMS y el Loctite 3525 se utilicen en conjunto, se debe mantener la
temperatura durante los procesos de fabricacidn en un intervalo compatible con ambos materiales; es
decir, a una temperatura inferior a los 50°C, que corresponde a la temperatura de transicion vitrea del
Loctite 3525. El Loctite 3525 tiene un mddulo de Young esperado de 175 MPa [45].

Hidrogel de poliacrilamida

Desde su introduccidn, los hidrogeles de poliacrilamida han probado ser muy atiles para estudios de
interacciones mecanicas en la interfaz célula-sustrato, y se han ido utilizando frecuentemente para el
estudio de mecanica celular [46]. Estos geles producen una deformacion lineal en respuesta a un
intervalo amplio de esfuerzos y muestran una rdpida y completa recuperacién al eliminar el esfuerzo. Los
hidrogeles de poliacrilamida son transparentes y no fluorescentes, lo que facilita la visualizacién por
microscopia de procesos celulares. Ademds es posible enlazar covalentemente proteinas de interés a la
superficie del sustrato; superficie que, de lo contrario, es no adherente [46]. El entrelazamiento de

proteinas a la superficie del hidrogel se ha utilizado ampliamente para estudios de cultivo celular
[47-52].

La reaccidon estandar de polimerizacion de la acrilamida se menciona enseguida. La acrilamida, y su
entrecruzante, bis-acrilamida, se combinan en solucién con iniciadores (TEMED y persulfato de amonio)
para disparar una polimerizacién por radicales libres de dobles enlaces en los mondmeros de acrilamida
y bis-acrilamida. Debido a que el oxigeno actia como una trampa de radicales libres y puede alentar o
incluso impedir la reaccién de polimerizacidn, la solucién se coloca en una camara de vacio antes de la
adicién de los iniciadores para remover el oxigeno disuelto en las soluciones de los geles. [46] Para
preparar una capa delgada de hidrogel, una pequeiia cantidad de mezcla se deposita sobre un sustrato
hidrofilico, tipicamente un cubreobjetos activado por glutaraldehido, colocando un cubreobjetos encima.
Las propiedades mecanicas de los hidrogeles se pueden controlar variando la concentracién de
bis-acrilamida en la mezcla. En particular, existe un protocolo [53] que muestra una tabla con las
cantidades de acrilamida y bis-acrilamida necesarias para obtener cierta rigidez necesaria. Las cantidades
necesarias se muestran en la Fig. 14.
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Acrilamida Bis-acrilamida
de una solucion de una solucion

Acrilamida % Eﬁ:]:i-lami da % de reserva de reserva ?f:llf E i( sl;al?ﬂ
al 40% (ml) al 2% (ml)
3 0.03 0.75 0.15 9.1 0.20 £0.03
3 0.06 0.75 0.3 8.95 0.48 £0.16
3 0.1 0.75 0.5 8.75 1.10 £0.34
3 0.15 0.75 0.75 8.5 1.37£0.22
3 0.225 0.75 1.125 8.125 167 £0.14
3 0.3 0.75 L5 1.75 1.78 £0.19
4 0.03 1 0.15 8.85 0.71 £0.24
4 0.06 1 0.3 8.7 1.16 =0.54
4 0.1 1 0.5 8.5 201 £0.75
4 0.15 1 0.75 8.25 255 £0.17
4 0.225 I 1.125 7875  3.13£042
4 0.3 1 L5 15 324 £0.58
5 0.03 1.25 0.15 8.6 1.00 £0.31
5 0.06 1.25 0.3 8.45 1.80 =044
5 0.1 1.25 0.5 8.25 3.15 £0.385
5 0.15 1.25 0.75 8 447 £1.19
5 0.225 1.25 1.125 7.625 844 £082
5 0.3 1.25 L5 7.25 8.73£0.79
8 0.048 2 0.24 1.76 261 +082
8 0.264 2 1.32 6.68 19.66 + 1.19
8 0.48 2 24 5.6 4040 £2.39
10 0.03 2.5 0.15 7.35 2.83
10 0.06 25 0.3 7.2 7.43
10 0.1 2.5 0.5 7 10.61
10 0.15 25 0.75 6.75 16.70
10 0.225 25 1125 6.375 2343
10 0.3 25 1.5 6 34.88

Esta tabla muestra las concentraciones relativas de acrilamida y bis-acrilamida vy su modulo de elasticidad esperado
después de la polimerizacion en agua, La acrilamida y la bis-acrilamida pueden mantenerse premezeladas en solucion
por durante semanas o meses a 4°C. Al menos 3 hidrogeles por muestra y 50 indentaciones por hidrogel fueron
realizadas para estas mediciones.

Figura 14: Valor esperado del Mddulo de Elasticidad después de la polimerizacion de concentraciones
relativas de Acrilamida y Bis-Acrilamida. Tabla adaptada de [53].

En este trabajo, se considerd importante poder ejercer un estimulo biaxial de inflamiento a un hidrogel
de poliacrilamida; y que ademads pudiera modificarse dicho estimulo una vez establecido. Por lo tanto, se
desarrollé un chip de inflamiento que pudiera ser utilizado con hidrogeles de poliacrilamida. Esto con
vistas a que en un futuro se pueda realizar cultivo celular sobre estos hidrogeles, y se tenga un
mecanismo de ejercer este tipo de sefiales mecanicas sobre las células.
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1.1.5 Técnicas de fabricacion utilizadas en el dispositivo de
inflamiento

A continuacién, se mencionan las técnicas de fabricacidn utilizadas durante la fabricacion del dispositivo
presentado en este trabajo:

Litografia suave

La microfabricacién es el proceso de fabricar estructuras miniaturas de escalas micrométricas e
inferiores. Histéricamente, los procesos mas tempranos fueron utilizados para la fabricacién de circuitos
integrado [54]. Hoy en dia, la microfabricacion utiliza una variedad de técnicas de estructuracion, siendo
la mas poderosa de estas la fotolitografia; tecnologia que se utiliza en la fabricacién de circuitos
integrados [55,56]. A pesar de que la fotolitografia es la tecnologia dominante, incluso para estructuras
micrométricas, no siempre es la mejor o la Unica opcidn para todas las aplicaciones. Por ejemplo, es una
tecnologia cara, la fabricacion de estructuras no planares no es la éptima, provee un control muy
pequeiio sobre la quimica de superficie, por lo que no es muy flexible en la generacién de patrones de
funcionalidades quimicas especificas en la superficie, sélo puede generar microestructuras
bidimensionales, y es directamente aplicable Unicamente a un conjunto limitado de materiales
fotosensibles (fotorresinas) [37].

Whitesides y su grupo desarrollaron un conjunto alternativo, no fotolitografico de métodos de
microfabricacién, que ellos le llamaron litografia suave, porque todos sus miembros comparten la
caracteristica en comun de utilizar un elastomero estructurado como el sello, molde o mascara, a
diferencia de una fotomdscara rigida para generar micropatrones y microestructuras [37].

Molde réplica

Dentro de las técnicas pertenecientes a la litografia suave, se encuentra la técnica de molde réplica. En
esta técnica, se obtiene una réplica de un polimero organico (p. ej. PDMS) contra un molde. La litografia
suave provee una estrategia para la fabricacién de micropatrones complejos en superficies [57].

El PDMS utilizado en estos experimentos viene en dos componentes: una base y un agente curante. Los
grupos silanos presentes en el agente curante reaccionan con los grupos vinilos presentes en la base y
forman un sélido elastomérico entrecruzado. Para producir una réplica, se mezclan las dos partes juntas,
tipicamente en una proporcidn 10:1 (v/v) base:agente curante, se vierte el el prepolimero liquido sobre
el molde, y se polimeriza. El prepolimero de PDMS liquido adquiere la forma del molde y replica las
estructuras del molde con alta resolucién, del orden de decenas de nm. La baja energia libre de
superficie y elasticidad del PDMS le permiten ser retirado de los moldes sin causar dafio al molde o a si
mismo [58].

La técnica de molde réplica se utiliza en este trabajo para obtener el chip de PDMS a partir de un molde
de PMMA.
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Sellado del chip de PDMS por exposicién a un plasma de aire

Unas ventaja del PDMS es que puede sellarse a si mismo, o a otras superficies, reversible o
irreversiblemente sin ninguna distorsion de los canales. El sello de los canales de PDMS es
sustancialmente mds simple que el sellado de canales en vidrio, silicio o termoplasticos. El PDMS que ha
sido moldeado contra una superficie lisa puede conformarse a un contacto da otras superficies lisas,
incluso si estas superficies no sean planas, debido al hecho que el PDMS es un elastémero. Un sello
reversible proporcionado por simples fuerzas de van der Waals es hermético para agua, pero no puede
soportar presiones mayores a 5 psi. Una cinta adhesiva también sella los canales de PDMS
reversiblemente [58]. Para formar un sello irreversible, se expone el PDMS vy la superficie a sellar a un
plasma de aire por 1 min [59]. Este tratamiento genera grupos silanol (Si-OH) en la superficie del PDMS,
por la oxidacién de grupos metilo. EIl PDMS con la superficie oxidada puede generar un sello a si mismo,
vidrio, poliestireno, polietileno o nitruro de silicio, siempre y cuando estos materiales también hayan
sido expuestos a un plasma de aire [58].

Como se vera mas adelante, en la seccion Fabricacidon del dispositivo de inflamiento biaxial, estas
capacidades de sellado se utilizan para fabricar el dispositivo presentado en este trabajo:
irreversiblemente, para adherir el PDMS al portaobjetos de vidrio, el PDMS a la membrana de Loctite
3525; y reversiblemente para sellar uno de los canales del chip durante el inflamiento.

En la Fig. 15, se muestra el proceso de molde-réplica y sellado de un chip microfluidico utilizando PDMS

[58]. En la figura, se utiliza un molde de Silicio microestructurado. Sin embargo, se pueden utilizar otros
moldes; por ejemplo para el dispositivo que se presenta en este trabajo, se utiliza un molde de PMMA.
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Figura 15: Diagrama del proceso de molde réplica utilizando PDMS sobre un molde y el sellado de los
canales en otra superficie. Imagen adaptada de [58].

Micromaquinado por CNC para la obtencidén de un molde para la técnica de

molde réplica

Para el proceso de molde réplica, el molde representa un papel fundamental durante la fabricacién. Hoy
en dia, existen una variedad bastante amplia de materiales y técnicas para obtener estos moldes. De
todos los materiales cominmente utilizados en microfluidica, los plasticos permanecen como una
primera opcién debido a sus diversas propiedades favorables y en particular la compatibilidad con
aplicaciones bioldgicas. Los plasticos son un material de bajo costo y sus procesos de manufactura son
escalables a manufacturas de alto volumen [60]. Diferentes métodos de fabricacidn y estructuracién de
plasticos se encuentran disponibles hoy en dia, con cada uno de ellos ofreciendo distintas ventajas y
limitaciones.

Uno de estos métodos de fabricacidon que se ha utilizado en este proyecto consiste en el microfresado
(en inglés micromilling). El microfresado es una técnica de manufactura sustractiva, es decir en donde las
estructuras se producen al eliminar el material de un bloque sélido para obtener el diseifio deseado. El
microfresado utiliza herramientas de corte rotativas para remover material de una pieza inicial,
generalmente conocida como la pieza de trabajo. El sistema de fresado se compone de: una mesa de
trabajo para posicionar la pieza de trabajo, una herramienta de corte (generalmente una fresa de
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acabado) y un rotor que opera en una posicién superior a la pieza, que asegura y hace rotar la
herramienta de corte [60].

Los equipos de fresado actuales utilizan control numérico por computadora (CNC), que automatiza el
proceso, ajustando las posiciones de la mesa de trabajo (ejes X y Y) y del rotor (eje Z). Esto permite la
conversion directa de disefio asistido por computadora (CAD, por sus siglas en inglés) en estructuras
terminadas, haciendo mas facil y rédpida la conversion del disefio en prototipos funcionales, con una
resolucion que puede llegar a la escala micrométrica [60]. El microfresado puede ser utilizado en
aplicaciones microfluidicas para dos funciones principales: el maquinado del molde [61] utilizado en
subsecuentes etapas de fabricacion para replicar el disefio en otro material o el maquinado de
microcanales directamente en la pieza final.

Para este trabajo, se utiliza el maquinado CNC para fabricar un molde de polimetilmetacrilato (PMMA)
para su uso como molde para la técnica de molde réplica. EIl PMMA se ha utilizado anteriormente para
realizar moldes para la técnica de molde réplica, tanto en otros grupos de trabajo [41] como dentro del
laboratorio donde se ha realizado el presente trabajo [62].

Fabricacion de membranas utilizando spin-coating
El proceso de recubrimiento por giro (spin coating) se utiliza para la fabricacion de peliculas delgadas. En
este proceso, un pequeiio volumen (gota) del material que se va a utilizar para recubrir se deposita en el
centro del sustrato, que después es girado a velocidad controlada. En el proceso de spin coating, el
sustrato gira alrededor de un eje que debe ser perpendicular al drea a recubrir. Como resultado, el
recubrimiento se esparce hacia el borde, y eventualmente, fuera de este dejando una pelicula delgada
del recubrimiento sobre la superficie. El espesor final y otras propiedades del recubrimiento dependeran
de la naturaleza del liquido utilizado (esencialmente su viscosidad), tasa de secado, porcentaje de
solidos, tension superficial, etc, y los parametros elegidos para el proceso de recubrimiento, tales como
la velocidad de rotacidon y las rampas de aceleracidn y desaceleracion de inicio y término del proceso
[63]. En general, el espesor () del proceso de recubrimiento por giro se modela considerando la
viscosidad del liquido () y la velocidad de giro (® ), de acuerdo a la ecuacion (15) [64]:

t~n2p12 (15)
En este trabajo, se utilizo el proceso de recubrimiento por giro para depositar una membrana de Loctite
3525 sobre una membrana microestructurada de IPS.
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Microestructuracion de un polimero por litografia por nanoimpresion

La litografia por nanoimpresion (NIL, por sus siglas en inglés, nanoimprint lithography) se refiere a la
transferencia inducida por presiéon de un molde rigido, usualmente de silicio, en un pelicula polimérica
de un termoplastico o resina fotosensible segin el método empleado para transferir patrones. En el
primer caso, la muestra es calentada por arriba de la temperatura de transicion vitrea [65] y en el otro se
usa luz ultravioleta para polimerizar el material que replica el molde. En un proceso estandar de
litografia por nanoimpresion, una muestra delgada del material a imprimir se coloca en el equipo. El
molde, que tiene patrones topoldgicos predefinidos, se pone en contacto con la muestra y se ejerce
presion sobre ellos. Cuando la muestra es calentada a una temperatura superior a la temperatura de
transicién vitrea del polimero o expuesta a la luz UV (segun el caso), el patrén en el molde se transfiere
por presién en la pelicula del polimero antes de endurecerlo [66].

En este trabajo, la membrana de Loctite 3525 presente en el chip se microestructura realizando spin
coating sobre un sustrato de una membrana IPS que fue microestructurada por litografia por
nanoimpresion.

Uso de Loctite 3525 como promotor de adhesion para hidrogeles de
Poliacrilamida

El adhesivo fotocurable por UV Loctite 3525 se ha utilizado como un promotor de adhesion sobre el cual
se pueden polimerizar hidrogeles de poliacrilamida de manera muy estable y resistente [43,44]. Esta
resina se puede utilizar como un material biocompatible y transparente para estudios de mecanobiologia
con alta reproducibilidad en fabricacién, simplicidad en el uso, gran accesibilidad y bajo costo [44]. En
[43] se utilizan unas gotas de Loctite 3525 como una capa intermedia de adhesion para hidrogeles de
poliacrilamida, tanto en sustratos de vidrio, como bloques de PDMS sin ningln otro tratamiento previo a
la adhesion del hidrogel.

En este trabajo, se utiliza el Loctite 3525 como una membrana que se adhiere al soporte microfluidico de
PDMS, sobre la cual se polimeriza el hidrogel de poliacrilamida.
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1.2 Planteamiento del problema

Los métodos de cultivo mas utilizados, tales como el cultivo en cajas Petri, pozos o sustratos planos de
poliestireno o vidrio, no presentan un entorno ideal para las células bajo estudio y esto modifica su
fenotipo. Esto es debido a que existen una serie de estimulos que las células perciben in vivo, que no se
pueden imitar en formas de cultivo tradicionales, tales como rigidez, estructura, flujo, entre otros. Lo
anterior provoca que las células no respondan en estos modelos de la misma forma que lo hacen dentro
del cuerpo y limita el resultado y alcance de los experimentos in vitro. Debido a esto, durante los ultimos
anos se ha buscado mimetizar algunas de estas propiedades en dispositivos biomiméticos in vitro, para
conocer, de una manera mas fidedigna, las respuestas que tienen las células con respecto a estos
estimulos y asi controlar mejor su desempefio durante los estudios de interés.

En esta linea de pensamiento, en este trabajo se disend, caracterizé y fabricé un dispositivo de
inflamiento biaxial, que a partir de cambios de presién pueda proporcionar un estimulo mecanico que se
traduce en un cambio de curvatura local, de manera controlada. Este estimulo es similar al que células
pueden percibir en drganos que presentan un estimulo mecanico, tales como pulmon e intestino por
ejemplo. El dispositivo, que permitird realizar estudios de mecanobiologia de forma controlada, se
construyd con materiales biomiméticos que permiten que sea utilizado para cultivo celular, de rigideces
similares a la que las células perciben en sus dérganos de origen, y estd disefiado para ser portatil,
adaptable y compatible con técnicas de caracterizacion bioldgica.

1.3 Hipotesis

Se puede fabricar un dispositivo de tensién biaxial, con materiales biocompatibles suaves, capaz de
proporcionar un cambio de la curvatura local mediante cambios de presién controlados por una bomba
programable de precisidon. Este chip microfluidico tendra un disefio que se puede adaptar a distintas
aplicaciones bioldgicas que requieran un estimulo mecdnico relacionado con un cambio de curvatura
local.
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1.4 Objetivos

Objetivo general

Fabricar y caracterizar un chip microfluidico que permita inflamiento biaxial que pueda ser utilizado para
proporcionar un estimulo mecanico controlado a cultivo celular, a través de la modificacién de presiones
sobre una membrana deformable.

Objetivos particulares

e Disefar el dispositivo de inflamiento biaxial de acuerdo a las técnicas disponibles en el
laboratorio, considerando un disefio modificable, que pueda usarse como respuesta a distintas
aplicaciones de la linea de investigacién lab-on-a-chip.

e Fabricar dicho dispositivo, considerando la integracién de canales microfluidicos, camara de
variacion de presién, membrana deformable, y superficie de contacto con la muestra que recibira
el estimulo mecdnico. Utilizar para la fabricacién materiales biomiméticos, ampliamente
utilizados en la tecnologia lab-on-a-chip, de propiedades mecdanicas conocidas y personalizables,
siendo estos polidimetilsiloxano (PDMS), adhesivo Loctite 3525 e hidrogeles de poliacrilamida.

e C(Caracterizar el dispositivo, en cuanto a rangos de presidn accesibles y radios de curvatura
logrables.
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2. Metodologia experimental

2.1 Fabricacion del dispositivo de inflamiento biaxial

2.1.1 Desglose de cada componente del dispositivo

Se planted tener un dispositivo que fuera capaz de proporcionar estimulos mecanicos a partir de
cambios de presidn. Se requeria que el dispositivo fuera realizado con materiales biocompatibles, con
una membrana facilmente deformable y que se pudiera controlar la deformaciéon de la membrana a
partir de los cambios en la presién de una cdmara, abajo de ella, conectada a las bombas via canales.

De manera general, el funcionamiento de dicho dispositivo se enuncia a continuacién. A través de un
canal, se realizan cambios de presién sobre la membrana del dispositivo, y esta se infla. A partir del
control de la presidn, se puede controlar la altura a la que llega este inflamiento, y el radio de curvatura
del inflamiento, ya que esta relacionado directamente con la altura del casquete.

1mm:Hidrogel de poliacrilamida

<> soum: | octite 3525
- |

& Canal: 3;0nsmB|0que de PDMS

Canales microfluidicos
A

a
!
!
I
|
!
1
!
!
|

Cémara
de inflamient6

2 1 mmPortaobjetos de vidrio

Espesores

Figura 16: Disefio del dispositivo, en forma explotada (izq) y agrupada (der). Se muestran los distintos
materiales que componen el dispositivo y las dimensiones del mismo.
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A continuacién se enlistan dichos componentes, describiendo, de forma general, sus caracteristicas y los
procesos involucrados en la fabricacién de cada uno de los componentes. El diagrama del dispositivo se
encuentra en la Fig. 16. La explicacion a detalle del protocolo estandarizado para la fabricacién de este
dispositivo se encuentra en la seccién 2.1.2 Protocolo para la fabricacion del dispositivo de inflamiento

biaxial.

e Sustrato de vidrio: Portaobjetos estdndar (25 x 75 mm) que sirve de soporte al chip de
inflamiento biaxial.

e Bloque de PDMS con canales microfluidicos: Se realiza mediante la técnica de molde réplica, a
partir de verter PDMS Sylgard 184 proporcion 10:1 en un molde de acrilico. El soporte se adhiere
al sustrato de vidrio por medio de descarga corona. Este soporte incorpora:

o Dos canales microfluidicos, uno de entrada y uno de salida, cada uno de 300 um de ancho
x 100 um de alto. Cada uno de estos canales microfluidicos incorpora dos inlets que
fueron integrados en el disefio del molde al momento de fabricar. Uno de estos inlets se
utiliza para conectar las bombas microfluidicas para el control de la presién y el otro como
desaglie para la limpieza del chip.

En este trabajo, el fluido para transmitir la presidn que se utiliza es aire; sin embargo, por
la parte interior de este dispositivo se podia utilizar para hacer pasar medio de cultivo y
medio por dentro del chip, y asi poder utilizarse para distintos tipos celulares.

o Una camara de inflamiento. Sobre este compartimento, se realizard el esfuerzo sobre la
membrana para deformarla a partir de cambios de presién. La cdmara consiste en un
cilindro de 12 mm de didmetro. Esta caracteristica se debe a que se buscé que el esfuerzo
fuera realizado en una geometria similar a un portaobjetos circular de 12 mm de
didmetro. Esta camara de inflamiento esta hueca en la parte superior, de tal forma que se
sella con la membrana de Loctite 3525.

El dispositivo se diseid con una cdmara de inflamiento de 4 mm de alturay 12 mm, lo que
da un volumen en la cdmara de inflamiento de 0.452 ml. que es suficiente para contener
el volumen de 0.19 — 0.285 ml recomendado para hacer cultivo celular en placas de 48
pozos (con un didmetro de 11 mm). [67] El chip que se presenta en este trabajo esta
planteado para encontrarse recubierto por hidrogel de poliacrilamida en la parte superior.
No obstante, en la concepcidn del disefo, se ided que, con las modificaciones pertinentes,
se pudiera realizar cultivo tanto dentro, como fuera del mismo. En consecuencia, es que
se decidid que la cdmara de inflamiento tuviera esta altura.

La forma cilindrica de la camara de inflamiento permite obtener cambios en el radio de
curvatura a partir de cambios pequefios de presion. Ademas, si la parte de la membrana
gue se infla es un circulo, obtenemos una condicién de axisimetria, lo que facilita el
analisis del comportamiento del dispositivo.

Se podria pensar que el hidrogel de poliacrilamida se puede depositar directamente sobre
el PDMS. En esta linea de ideas, podria considerarse viable integrar una membrana de
PDMS directamente en el chip y sobre ésta depositar el hidrogel. Sin embargo, el PDMS
inhibe la polimerizacién del hidrogel de poliacrilamida, por lo que, de todas formas seria
necesario colocar sobre la membrana de PDMS un recubrimiento de Loctite 3525.

e Membrana de Loctite 3525: El hidrogel de poliacrilamida requiere un sustrato para poder
polimerizarse, por lo tanto se utiliza una membrana del adhesivo fotocurable Loctite 3525, que se
adhiere al PDMS y sobre la cual se coloca un recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida.
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El Loctite 3525 se estructura haciendo spin coating sobre una membrana antiadherente Obducat
Intermediate Polymer Stamp, que contiene la réplica del patron de difraccion de un DVD,
obteniendo un espesor de 60 um. Se polimeriza por exposicién a radiacion UV. Se adhiere por
medio de la técnica de descarga corona al bloque de PDMS. La membrana de Loctite 3525 se
encuentra microestructurada con la réplica de una rejilla de difraccién, para generar un patrén
que se puede utilizar para caracterizar las deformaciones. Esta membrana es el componente
sobre el cual actuan los esfuerzos necesarios para realizar la deformacién. Después de activar la
membrana de Loctite 3525 con luz UV, el hidrogel de poliacrilamida se puede adherir al
dispositivo.

La microestructuracion de la membrana de Loctite 3525 es de interés a otro proyecto del
laboratorio [68], y se usa para que la deformacion del chip pudiera ser caracterizada con técnicas
de interferometria. La caracterizaciéon del patrén de difraccién se desarrollé por Fernanda Lépez
Garcia (FLG), como parte de sus estudios de Maestria en Ciencia e Ingenieria de Materiales, por
parte de la UNAM.

e Recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida: Se recubre el dispositivo con un bloque de hidrogel
de poliacrilamida. El hidrogel se polimeriza directamente sobre la superficie activada de Loctite
3525. El hidrogel tiene un espesor aproximado de 1mm. La rigidez del hidrogel se puede controlar
de acuerdo a las condiciones de preparacidn, como podemos ver en el protocolo [53], y para este
trabajo se considerd utilizar hidrogel con un mddulo de Young esperado de 20 kPa.

Este disefio de dispositivo esta ideado para colocarse dentro de una caja Petri con medio de cultivo, y
hacer cultivo celular sobre la capa de hidrogel y que las deformaciones de la membrana se realicen con
aire. Sin embargo, cabe mencionar que el disefio es facilmente adaptable, dependiendo del experimento
gue se requiere, incluyendo el inflamiento utilizando otros fluidos para la transmisién de presion, tales
como medio de cultivo. Los materiales utilizados son transparentes, y el tamafio del mismo lo hacen un
dispositivo compatible con microscopia dptica. Asimismo, tanto el Loctite 3525 como los hidrogeles de
poliacrilamida se pueden utilizar con fluorocromos [43,44] El proceso para la fabricacion permite
modificar facilmente el disefio y realizar la fabricacion de un nuevo chip, en un lapso breve de tiempo de
acuerdo a las nuevas necesidades que vayan surgiendo. Mas adelante, en la seccién Versatilidad del

disefo, del capitulo 5. Perspectivas y trabajo a futuro, se mencionan algunas necesidades que se han

identificado y los posibles cambios en el disefio que responden a estas necesidades.
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2.1.2 Protocolo para la fabricaciéon del dispositivo de inflamiento
biaxial

A continuacién se presenta el protocolo que se obtuvo para la fabricacién de este dispositivo. Se incluyen
las técnicas utilizadas, equipos, materiales, asi como observaciones (I ) que surgieron durante los

distintos procesos de fabricacion de este dispositivo. En aquellos pasos donde es pertinente, también se
incluye una forma de verificacion (') de dicha etapa de fabricacién.

Descripcion breve del método
El método de fabricacidn consiste de las siguientes etapas:
1. Estructuracidn por spin coating de la membrana de Loctite 3525 sobre una membrana IPS.
2. Réplica en PDMS por medio de la técnica de molde-réplica del molde de PMMA.
3. Adhesion de la membrana de Loctite 3525 al bloque de PDMS.
4. Recubrimiento del dispositivo con hidrogel de Poliacrilamida.

Estructuracion por spin coating de la membrana de Loctite 3525 sobre una membrana IPS
Reactivos:
e Adhesivo Henkel Loctite 3525

Material:
e Membrana antiadherente IPS microestructurada por NIL
e Cinta adhesiva (3M Scotch 810 ‘Cinta Magica’)
e Portaobjetos de vidrio
e Bloque de PTFE (Tefldn)

Equipos
® Spin coater (Laurell WS-650-23 B)
e Equipo Entrecruzador por UV ( UVP™ Trans Linker)

Réplica en PDMS por medio de la técnica de molde-réplica del molde de PMMA
Reactivos:

e PDMS Dow Corning Sylgard 184 kit (base y agente curante)

® Acetona

Material:
e Molde de PMMA, microestructurado por microfresado por CNC
e Vaso de precipitados
e Varilla para mezclado
e Perforadora de 0.5 mm

Equipos
e Herramienta mezcladora de mano (Dremel)
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® Bomba de vacio con desecador

Adhesion de la membrana de Loctite 3525 al bloque de PDMS

Material:

Bloque de PDMS prepolimerizado con canales microfluidicos integrados

Bloque de PTFE con membrana IPS y membrana de Loctite 3525 microestructurada
Bloque adicional de PTFE

Caja petri de vidrio de 10 cm

Cinta adhesiva (3M Scotch 810 ‘Cinta Magica’)

Equipos:
e Limpiador por plasma (Plasma Etch Inc. PE-52) 6
e Bobina Tesla (Arbor Scientific P6-3550)

Recubrimiento del dispositivo con hidrogel de Poliacrilamida.
Reactivos:

e Solucién de acrilamida 40% (v/v en agua) [Sigma Aldrich A3553]
Solucidn de bis acrilamida 2% (v/v en agua) [Sigma Aldrich M7279]
Agua MiliQ
TEMED [Sigma Aldrich T9281]

APS [Sigma A3678]

Material:
Circulo de 12 mm de diametro de membrana IPS.
Juego de micropipetas

Equipos
e Equipo Entrecruzador por UV ( UVP™ Trans Linker)

Descripcion detallada del procedimiento
Estructuracion por spin coating de la membrana de Loctite 3525 sobre una membrana IPS
1. Utilizar cinta magica para adherir una membrana del polimero IPS, microestructurada por NIL con

la réplica de una rejilla de difraccion, a un portaobjetos de vidrio. Tener cuidado que el lado
microestructurado se encuentre orientado hacia arriba. Procurar que la membrana IPS
permanezca lo mas plana posible.
I En este trabajo se presenta el patrén de una rejilla de difraccién fabricado sobre la membrana
de Loctite 3525. Esto es para demostrar que el Loctite 3525 se puede microestructurar y utilizar
en el dispositivo de inflamiento. Esta microestructuracion dependerda de la aplicacion en
particular a la que responda el dispositivo. En particular, se incorporé una rejilla de difraccién por
ser de interés a otro proyecto, donde se requiere observar cambios controlados de deformacidn
gue se ven reflejados en el cambio del patrén de difraccion. [68]
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2. Realizar spin coating de Loctite 3525 sobre la membrana IPS microestructurada. Los parametros
de operacién del spin coating que se utilizaron son
w=3000rpm
 =1000 rpm/s
t=60s
Esto genera una membrana de aproximadamente 60 micras de espesor. Es importante que el
Loctite cubra por completo el drea enmarcada por la cinta magica. Puede incluso sobrepasar esta
area, ya que después de la polimerizacidn se retirara el sobrante.
rA pesar de que el Loctite 3525 es un adhesivo fotocurable, no es necesario trabajar en cuarto
oscuro. La intensidad luminosa de un ambiente de laboratorio ordinario no es suficiente para
desencadenar la reaccion de polimerizacion.

3. Irradiar la membrana de Loctite 3525 bajo el equipo entrecruzador por UV durante 5 minutos,
para polimerizarla.

4. Con un bisturi, cortar la membrana de Loctite de tal forma que quede ligeramente mayor al 4rea
cubierta por la membrana IPS. Tener cuidado de no daiar la membrana IPS, sin embargo, la cinta
magica con la que el portaobjetos se encuentra adherida se puede cortar sin ningln
inconveniente.

5. Desprender el conjunto de membrana IPS y Loctite 3525 del portaobjetos. Esto se puede realizar
con la parte gruesa de un bisturi, entre la membrana IPS y el portaobjetos con cuidado y poco a
poco.
rNo desprender la membrana de Loctite 3525 de la membrana IPS, pues esto dificulta su
manipulacion y fomenta la aparicién de arrugas.

6. Adherir el conjunto de membrana IPS y Loctite 3525 a un bloque grueso de PTFE (Teflén) con
cinta magica, con el Loctite 3525 hacia arriba. De preferencia, utilizar la misma cinta del paso
anterior siempre y cuando no esté muy dafiada. No es necesario adherirlo de los cuatro lados,
pero se debe asegurar que la membrana no saldra disparada debido al vacio al al irradiarla con el
Plasma Etcher, en caso de utilizarlo.

Réplica en PDMS por medio de la técnica de molde-réplica del molde de PMMA
En la Fig. 17 se resume este proceso.

s >

a) c)

Molde de acrilico

Portaobjetos
provisional

Chip de PDMS
prepolimerizado

Figura 17: Esquema donde se muestra el proceso de fabricacion para obtener el chip de PDMS
prepolimerizado.

7. Limpiar con alcohol isopropilico y un pafio de tareas delicadas el molde de acrilico a utilizar, como
el que se muestra en la Fig. 18. El molde de acrilico fue fabricado por medio de un proceso de
microfresado por CNC. Para este proceso, se realiza el disefio en un archivo .stl. Este es
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interpretado por la maquina Minitech Mini-Mill/4 y a partir de desbastar el sustrato por medio de
una punta, se obtiene el disefio deseado. Posteriormente se somete a una exposicién a vapor de
acetona para disminuir la rugosidad del molde.

Figura 18: Molde de acrilico utilizado para realizar las réplicas de PDMS.
ﬂ Una explicacién mas a detalle del proceso se puede encontrar en [62].
~~ Si se necesita mucha precision en las dimensiones del chip, se puede realizar una verificacion
por perfilometria para verificar que las dimensiones de los canales microfluidicos son
consistentes con el disefio, y si las dimensiones medidas entran dentro de los limites de
tolerancia. En este trabajo no se considerd necesario, ya que principalmente estd enfocado a la
presentacion del método de fabricacion y de caracterizacién.
Agregar 2.7 g de PDMS Sylgard 184 en proporcidn base:agente curante 10:1 (masa:masa) en el
molde de acrilico, con cuidado de verter el PDMS sin tocar la parte central del dispositivo. (Fig.
17.a)
ﬂ El molde estd disenado para que el dispositivo de PDMS sea fabricado con una membrana de
PDMS integrada dentro del mismo molde. Sin embargo, en este caso se decidié utilizar el molde
sin integrar la membrana. Para polimerizar el dispositivo sin la membrana integrada, se vierten
2.7 g de PDMS al molde de acrilico, procurando no depositar PDMS en la parte central del molde,
gue daria lugar al pozo en el dispositivo de PDMS. Para polimerizar el dispositivo con membrana
integrada, se vierten 2.8 g, procurando cubrir el chip en su totalidad, incluyendo el poste.
DSe explord fabricar la membrana de PDMS por separado en el desarrollo de este trabajo, sin
embargo, se encontrdé que estructurar la membrana directamente en el chip resultaba en un
proceso mas sencillo.
ﬂSe debe evitar que haya burbujas en el dispositivo, principalmente alrededor de los canales
microfluidicos. Para ello, se puede exponer el PDMS antes de verterlo a una fuente de vacio
dentro de un desecador. Al momento de verter el PDMS sobre el chip, se pueden romper las
burbujas restantes con una aguja de jeringa.
ﬂUna explicacion mas a detalle del proceso de preparacion de PDMS utilizado en este
laboratorio se puede encontrar en [69].
Hornear el PDMS a 60°C por 35 minutos, para polimerizarlo parcialmente. Se polimeriza
parcialmente para poder adherir la membrana de Loctite 3525, ya que si se encuentra totalmente
polimerizado, la membrana no se adhiere. (Fig. 17.b)
D Es importante que el proceso de polimerizacidn, para esta geometria y cantidad de material,
sea lo mas cercano a este tiempo. Para un tiempo de 30 minutos o menor, el dispositivo se
deforma al desprenderlo del molde y con un tiempo de 40 minutos o mayor, la adhesién de la
membrana de Loctite 3525 no funciona.
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10. Retirar el chip del horno y desmoldarlo. Colocarlo provisionalmente con delicadeza sobre un
portaobjetos de acrilico limpio. (Fig. 17.c-d)
ﬂ El portaobjetos de acrilico evitara que el PDMS se adhiera. No es recomendable realizar las
perforaciones de los inlets en este punto ya que el chip no ha terminado de polimerizarse.
~~ Se puede realizar la verificacién del bloque de PDMS con un microscopio estereoscopico. Se
debe verificar que el chip no presente burbujas cerca de los canales o cerca del compartimento
de inflamiento. Si las burbujas comprometen la hermeticidad del dispositivo, se debera descartar
y rehacer la polimerizaciéon del PDMS. Si las burbujas no comprometen la hermeticidad, p. ej.
estdn en una zona del bloque de PDMS alejada de los canales microfluidicos, se puede seguir
utilizando el dispositivo.

Adhesion de la membrana de Loctite 3525 al bloque de PDMS

En la Fig. 19 se resume este proceso.

a) b) c) d)
Plasma de air Presién

UV (365 nm)

5 min, 200 W
Loctite 45 °C
35250 3h

microestructurad

Membrana IPS <> E:> @ E:>

IPS + Chip de PDMS

Spin coating Loctite 3525 + prepolimerizado
PTFE

Plasma de aire

| Desprender J {
{ =

Perforar|

Desprender inlets
IPS . x
m@ >
Portaobjetos Chip de PDMS con
limpio membrana de Loctite 3525
e) f) g) h

Figura 19: Esquema donde se muestra el proceso de fabricacién para la obtencién del chip con una
membrana de Loctite 3525 adherida.

11. Colocar en el fondo de una caja Petri de 10 cm el chip prepolimerizado de PDMS, y el bloque de
teflon del paso 6 con la membrana de Loctite 3525 hacia arriba. (Fig 19.a-b) Irradiar con el
limpiador de plasma durante 5 minutos a potencia media (Potencia=200 W, Presién=200 mTorr).
(Fig 19.¢)

D Es importante que lo que se introduzca al limpiador de plasma esté lo mas limpio posible
(bloque de tefldn, caja Petri de vidrio, etc.) para evitar que el equipo se ensucie.

ﬂ El procedimiento recomendado consiste en utilizar un limpiador de plasma. Si no se encuentra
disponible, se puede utilizar una bobina Tesla, e irradiar el material, a una distancia aproximada
de 1 cm del mismo, lentamente, de forma que se exponga la totalidad del material al campo
electromagnético por 45 s.

12. Colocar el portaobjetos de acrilico en el fondo de una caja Petri de vidrio de 10 cm, con el PDMS
parcialmente polimerizado hacia arriba. Poner en contacto el bloque de PTFE al cual estd
adherido la membrana de Loctite 3525, con la membrana de Loctite 3525 hacia abajo, con el
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13.

14.

15.

16.

17

bloque de PDMS. Procurar que la membrana de Loctite 3525 se encuentre centrada con respecto
al pozo dentro del bloque de PDMS. Colocar un segundo bloque de PTFE sobre el primero. Cubrir
con la tapa de la caja Petri, sellar la caja Petri con ayuda de una cinta adhesiva para asegurar que
estén en contacto la membrana de Loctite 3525 con el PDMS prepolimerizado. Hornear a 45°C,
durante 3 horas. (Fig. 19.d)

L Para una polimerizacion mds controlada del PDMS, y por lo tanto, una mejor adhesién de la
membrana, se puede utilizar una temperatura de 60°C por una hora. Sin embargo, esta
temperatura es mayor a la temperatura de transicion vitrea (Tg) del Loctite 3525, que es de 50 °C
[70], por lo que si se utiliza este método, la membrana de Loctite se arrugara.

Retirar del horno la muestra. Con cuidado, retirar la tapa de la caja Petri y el bloque de tefldn.
Desprender, con cuidado, la membrana IPS, que se encontrara en la parte superior del chip. Para
esto, se puede introducir la parte gruesa de un bisturi entre la membrana IPS y la membrana de
Loctite y desprenderlo poco a poco. En este momento, la membrana de Loctite ya debe estar
completamente adherida al bloque de PDMS. Retirar el resto de cinta magica que haya quedado
adherida al borde de la membrana de Loctite. Si es necesario, se puede utilizar un bisturi para
cortar la frontera entre Loctite y cinta magica. Almacenar la membrana IPS, ya que se puede
utilizar para estructuraciones posteriores. (Fig 19.f-g)

Se puede verificar la adhesidon de la membrana de Loctite 3525 utilizando unas pinzas. Para
ello, se intenta levantar una de las esquinas de la membrana de Loctite 3525. La membrana de
Loctite no deberd levantarse Si la adhesidn no se realizé adecuadamente, la membrana se
desprendera con facilidad. Si este es el caso, se deberd descartar el dispositivo, y reiniciar el
proceso de fabricacidon desde, ya que para que la membrana de Loctite 3525 se adhiera al PDMS,
el PDMS debe estar prepolimerizado. La membrana de Loctite 3525 no se adherird a PDMS
completamente polimerizado.

Desprender el chip con cuidado, delicadamente a poco y procurando no arrugar la membrana de
Loctite en el proceso, del portaobjetos de acrilico. Realizar las perforaciones en los inlets del chip
utilizando una perforadora de 0.5 mm.

Colocar el bloque de PDMS, sobre un bloque de PTFE, con la membrana de Loctite hacia abajo en
el fondo de una caja Petri de vidrio de 10 cm. Colocar un portaobjetos limpio dentro de la caja
Petri de vidrio.

Irradiar el bloque de PDMS vy el portaobjetos de vidrio en el plasma etcher por 5 minutos, a
potencia media (P=200 mTorr).

r Nuevamente, se puede utilizar una bobina Tesla si no se tiene disponible un limpiador por
plasma, de forma similar a lo mencionado en el paso 11.

. Colocar el chip de PDMS sobre el portaobjetos de vidrio, cubrir con la tapa de la caja Petri, y

hornear por 3 horas a 45°C minimo. (Fig. 19.h) El chip de PDMS con la membrana de Loctite
microestructurada se muestra en la Fig. 20.
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18.

Canales microfluidico

Camara de inflamiento

Membrana de Loctite 3525 - :
Chip de/PDMS” 7 /

Portaobjetos de vidrio"’

Figura 20: Bloque de PDMS con membrana de Loctite 3525 microestructurada.

| Nuevamente, se utiliza una temperatura menor a la Tg.

~~ Se puede verificar la adhesién del PDMS al portaobjetos de vidrio intentando desprenderlo
con unas pinzas. Si el PDMS no se encuentra correctamente adherido al portaobjetos, en
particular en la zona alrededor de los canales microfluidicos y de la cdmara de inflamiento, se
deberd descartar, el dispositivo completo. Esto debido a que si la adhesion no es adecuada, no se
puede asegurar que no se presenten fugas en el dispositivo.

Recortar el portaobjetos en las esquinas tamano del chip utilizando un cortador de vidrio.

DEsto servira para almacenar posteriormente el dispositivo con hidrogel en una caja Petri de 1
cm con division, de tal forma que de un lado de la caja Petri se almacene el chip y del otro lado,la
caja Petri contenga agua. De esta forma, el hidrogel que se le colocard posteriormente al
dispositivo no se deshidratara.
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Recubrimiento del dispositivo con hidrogel de Poliacrilamida

UV (365 nm)
5 min, 200 W

I g ‘ Q Membrana IPS

.{ Solucién de HG

a) de poliacrilamida
Hidratacion O
(1h 30 min) 45 min

T Amb

Chip de PDMS con
membrana de Loctite 3525

d) Lavados con H,O0 e

000)

Chip con hidrogel

Figura 21: Esquema donde se muestra el proceso de fabricacién para obtener el chip de inflamiento con

un recubrimiento de hidrogel.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Hidratar el dispositivo durante 90 minutos, con agua MilliQ, para evitar que el Loctite se hinche al
momento de colocar el hidrogel y se generen arrugas. Tapar las entradas de los canales
microfluidicos con dos trozos de cinta adhesiva. Retirar el agua MiliQ. (Fig. 21.a)

Irradiar el chip por 5 minutos en UV utilizando la lampara UV Crosslinker, para activar el adhesivo
Loctite 3525. (Fig. 21.b)

Recortar un circulo de 12 mm de diametro de una membrana IPS.

ﬂ Para mayor control en el corte, se puede utilizar un equipo de plotter de corte para realizar
estos recortes.

Realizar 1 ml de solucidn de hidrogel de poliacrilamida, de acuerdo a la rigidez deseada,
mezclando la solucién de acrilamida, solucién de bis-acrilamida, de acuerdo a la tabla mostrada
en el protocolo [53].

Agregar APS y TEMED a la solucién de hidrogel. Colocar con cuidado, previniendo que no se
desborde, una gota de hidrogel de 50 pul en el centro de la membrana de Loctite 3525.

ﬂ Este tamafo de gota es el que se usa en el laboratorio para recubrir cubreobjetos de 12 mm,
gue corresponde a la dimensidn del dispositivo.

Colocar la membrana circular de IPS sobre el hidrogel, para delimitar el drea sobre la que el
hidrogel se polimerizard y aplanar la parte superior del hidrogel. Evitar que el hidrogel se
introduzca en las perforaciones. (Fig. 21.c)

Dejar que el hidrogel polimerice. La polimerizacién del hidrogel se puede monitorizar en los tubos
eppendorf donde se realiza la mezcla. El tiempo de polimerizacion varia, dependiendo de la
rigidez. A mayor rigidez del hidrogel, mas tiempo de polimerizacién. En un tiempo de 45 minutos,
los hidrogeles ya polimerizaron completamente. (Fig. 21.d)

Enjuagar con agua desionizada 3 veces para retirar los residuos de la polimerizacién. En este
punto, el chip ya esta recubierto con hidrogel. (Fig. 21.e)
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~~ Después del lavado se puede retirar el excedente de agua y observar a simple vista si el
hidrogel se encuentra adherido a la membrana de Loctite 3525. Si durante el lavado se
desprendio el hidrogel, se deberd preparar nuevamente una solucion de hidrogel (paso 22) para
adherir nuevamente la poliacrilamida a la membrana de Loctite 3525,

27.En caso de que no se vaya a utilizar inmediatamente, almacenar el dispositivo en camara
himeda. Para este efecto, se puede almacenar en una caja Petri de 10 cm con division,
almacenando en uno de las divisiones el chip, y en la otra llenarla de agua MiliQ vy sellar con
Parafilm.

En la Fig. 22 se muestra el chip después de este proceso de fabricacion.

Canales microfluidicos

N

Camara de inflamiento

Hidrogel de poliacrilamida
Membrana de Loctite 3525
Chip de PDMS
Portaobjetos de vidrio

Figura 22: Dispositivo de inflamiento, con una membrana de Loctite 3525 y un recubrimiento de hidrogel
de poliacrilamida.

Cabe mencionar que el alcance de este trabajo llega a la elaboracién del chip con un recubrimiento de
hidrogel de poliacrilamida. Los hidrogeles de poliacrilamida han sido ampliamente usados para emular
rigideces en el rango fisioldgico, para realizar posteriormente cultivo celular sobre ellos [30—-33]. Para
realizar cultivo celular, se necesita funcionalizar proteina al hidrogel para promover la adherencia celular.
Esto daria lugar a etapas adicionales en el proceso de fabricacion, asi como de almacenamiento. Sin
embargo, en el laboratorio donde se desarrollé este proyecto, se tiene bastante experiencia con el
trabajo con hidrogeles de poliacrilamida, por lo que se piensa que el chip presentado en este trabajo serd

facilmente adaptable a pruebas con células, como se verd mds adelante en la seccién Cultivo celular vy
pruebas bioldgicas del Capitulo 5. Perspectivas y trabajo a futuro.
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2.2 Caracterizacion del dispositivo

2.2.1 Dispositivo experimental para la caracterizacion del
dispositivo

Descripcion breve del método
Para caracterizar el dispositivo, se buscé obtener la relacion entre la presion de entrada en el dispositivo
y la altura de inflamiento, a partir de la cual se puede calcular el radio de curvatura. Esta caracterizacion
se realizé6 de esta forma, porque es de interés conocer cdmo se comporta el dispositivo a distintas
presiones, ya que la idea es utilizar el dispositivo para emular estimulos de cambio de curvatura y rigidez
local, por medio del inflamiento. Para el analisis, se tomé la aproximacién mas sencilla para realizar el
analisis de una prueba de abultamiento: la aproximacién de casquete completamente esférico, que se
muestra en la Fig. 7. Se muestra a continuacion el procedimiento para realizar la caracterizacién por
microscopia a partir de pruebas de inflamiento con presion positiva para el chip de inflamiento biaxial,
por medio de bombas microfluidicas. Conforme se cambid la presion, se observd en tiempo real el
inflamiento del chip.
El dispositivo experimental para la caracterizacion de presidn del dispositivo consiste en:
e Soporte para el chip microfluidico, que incluye una pantalla para observar el inflamiento del
dispositivo.
e Microscopio estereoscépico y microscopio USB para tomar imagenes laterales y apicales del chip
durante el inflamiento.
e Bomba de microfluidica para realizar las rampas de presidn, controladas por computadora,
conectada al chip.
La caracterizacion del dispositivo se comprende de tres etapas:
e Montaje del dispositivo experimental
e Modulacién de la presién y toma de imagenes
® Andlisis de imagenes

Materiales y equipos requeridos
Materiales:
e Soporte microfluidico para el chip de inflamiento biaxial

® Chip de inflamiento biaxial
e Cinta adhesiva (3M Scotch 810 ‘Cinta Magica’)
e Conexiones de microfluidica
e Papel milimétrico
Equipos:

® Microscopio estereoscopico (Nikon SMZ/745T)
® Microscopio USB (Dino-Lite AM4113ZT)
e Bombas de control microfluidico, por control de presion (Fluigent MFCS-EZ)
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Programas utilizados:

® Programa para obtener imagenes del microscopio estereoscépico (Pixelink Capture)

® Programa para obtener imagenes del microscopio USB (DinoCapture, del fabricante del
microscopio)
Programa de control de bombas microfluidicas (Fluigent MAESFLO, del fabricante de las bombas)
Programa para programar las bombas microfluidicas (Fluigent Script Module, del fabricante de las
bombas)

® Programa de andlisis cientifico de imagenes (FlJI)

Descripcion detallada del procedimiento
1. Primeramente, se debe preparar el montaje de observacién como se muestra en la Fig. 23.

Este"e'ascopio

Pantalla 4 lluminacion
‘ 2 Y

Soporte para -e-Ifé’I%’ Mic"OSCOPiO//U/S 2

Figura 23: Diagrama experimental para caracterizar el dispositivo de inflamiento biaxial.

Para realizar el montaje se realiza lo siguiente:

a. Colocar el soporte para el chip en la platina del microscopio estereoscopico.

b. Colocar el chip en el soporte de observacién

c. Colocar una pantalla de papel milimétrico en la parte de atras del chip, para que funja
como referencia. Esta pantalla se puede adherir a un portaobjetos colocado en el soporte
atrds del chip. Procurar que la cuadricula de la pantalla quede alineada horizontalmente
con respecto al plano del chip de inflamiento.

d. Posicionar el microscopio USB en contacto con la pared del soporte para chips: Utilizando

el programa DinoCapture, ajustar el enfoque del microscopio USB de tal forma que la
parte central del chip esté enfocado. Esto se puede lograr posicionando unas pinzas
cercanas al centro del dispositivo y enfocar el microscopio USB sobre ellas.
E El enfoque, la alineacion y la iluminacién son importantes en este tipo de mediciones.
El método de enfoque presentado aqui, funciona, pero para una caracterizacion mas fina,
lo ideal seria desarrollar un sistema mas desarrollado para la toma de imagenes, en donde
la mayor cantidad de variables; tales como enfoque, alineaciéon e iluminacién no
dependan de la persona que estd realizando el experimento.
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Conectar el microscopio USB Dino Lite a la computadora. Utilizando el programa, rotar el
microscopio, de tal forma que el plano horizontal del chip de inflamiento quede alineado
con respecto al plano horizontal en la pantalla de la computadora. Fijar el microscopio
USB a la platina del microscopio, utilizando el soporte incluido con él.

Utilizando el programa Pixelink Capture, centrar y alinear el conjunto de microscopio USB
y de chip, de tal forma que se aprecie el centro del dispositivo coincida con el centro del
campo de visién de la cdmara del microscopio estereoscépico.

Fijar el soporte del chip y el microscopio USB con cinta adhesiva magica.

Encender el sistema de iluminacién del microscopio estereoscépico, y ajustarlo, de tal
forma que se aprecie un buen contraste entre el chip y la pantalla en la camara del
microscopio USB.

Sellar una de las entradas del canal con cinta magica.

r La cinta adhesiva es una de las formas con las que los chips microfluidicos de PDMS se
pueden sellar reversiblemente, y es suficiente para que, en el intervalo de presiones que
se estan utilizando, no se presenten fugas dentro del chip.

Conectar la otra entrada del chip microfluidico con las bombas de control microfluidico, y
el reservorio de fluido con el que se realizara la caracterizacién de la presion, utilizando
las conexiones destinadas para ello.

Encender la bomba microfluidica y el programa de operacién, y calibrarlo, de acuerdo al
manual de operacién del equipo.

2. Una vez realizado el montaje experimental, se puede proceder a realizar las pruebas de presién

positiva en el dispositivo. Para ello:

a.

Utilizando la rutina de las bombas microfluidicas Fluigent, programar las bombas
microfluidicas para hacer el incremento de la presién hasta la presién deseada. Si es
necesario, programar también el descenso de la presion.

Utilizando el programa Pixelink Capture, programar la cdmara del microscopio
estereoscdpico para tomar una foto cada cierto intervalo de tempo.

I Se recomienda programar esto de tal forma que cada intervalo de aumento o
disminucion de presidn sea fotografiado varias veces, para poder descartar una foto que
se haya tomado en el momento en el que el dispositivo esté reaccionando al cambio en la
presion.

Realizar lo mismo que el paso anterior, utilizando el programa DinoCapture, para el
microscopio USB.

Colocar un cronémetro cerca del dispositivo experimental.

Iniciar el cronémetro, las cdmaras y la rutina de aumento de presidn. Registrar los tiempos
a los que sucede cada uno de estos eventos, y el momento en el que se llega a ciertas
presiones de referencia, para poder realizar después el andlisis de imagenes.

L Tener en consideraciéon que el tiempo programado en la rutina para que el sistema
alcance cierta presion puede no ser el mismo con respecto al tiempo en el que
efectivamente es alcanzada esta presion, debido al tiempo de comunicacién entre la
computadora y la bomba microfluidica.

|- Tener en cuenta que las bombas microfluidicas utilizadas son del tipo conocido como
modulacién de presion’. Esto quiere decir que la presion ejercida por las bombas se
mantiene en el dispositivo, independientemente si el dispositivo tiene una fuga. De
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f.

hecho, como son bombas optimizadas para su utilizacion en flujos dindmicos, no estaticos,
la condicién de la presidn constante se mantendra a pesar de que el dispositivo tenga una
fuga. Por lo tanto, para que los datos sean validos, es importante verificar que el
dispositivo no presente alguna fuga.

E Debido a que las bombas estan disefiadas para operar con un flujo dinamico, es
posible que la presién ejercida por las bombas llegue a un limite maximo, definido por la
resistencia mecdanica del mismo dispositivo.

Realizar mds rampas de presion, si asi se requiere.

3. Una vez realizada la modulacion de presidn se debe realizar el analisis de imagenes.

a.

De cada conjunto de imagenes, etiquetar las imdgenes correspondientes a cada
incremento de presién en el nombre de archivo. Para este punto, resultaran utiles las
anotacione que se realizaron al realizar las rampas de subida y bajada.

E Se tomaron dos tipos de imagenes: laterales y apicales. Las laterales servirdan para
cracterizar el inflamiento y las apicales serviran principamente para verificar que no haya
habido ningun problema con el inflamiento, por ejemplo desprendimiento parcial o total
de la membrana.

EEn particular, en las fotografias apicales, como prueba de la microestructuracién de la
membrana de Loctite 3525, se puede observar el patrén de difraccién y el cambio de sus
dimensiones con respecto al inflamiento de la membrana. La caracterizacion del
estiramiento de la membrana partir del cambio en el patrén de difraccién, sera abordada
con detalle en [68].

Seleccionar las imagenes correspondientes para cada valor de presidn, y transferirlas a
una carpeta nueva.

Con el programa FlJI, abrir las imagenes como secuencia de imagenes.

Rotar las imdagenes de tal forma que el plano horizontal del chip coincida con el plano
horizontal de la pantalla, como se ve en la Fig. 24.

[ Rotate X
pixels; RGB; 505MB [ Rotate X
pixels; RGB; 505MB

Angle: < [ M| EXT] Angle: < 1 s
Gridlines: |5 Gridlines: |5
Interpolation: |[Bilinear v Interpolation: |Bilinear v

I Fill with background color
I~ Enlarge image

I™ Fill with background color
I~ Enlarge image

I~ Preview M

>l >l ol

Figura 24: Rotacion de la imagen del dispositivo de inflamiento para su analisis utilizando
FlJI.

Cortar la imagen para eliminar los bordes provenientes del proceso de rotacion, como se
observa en la Fig. 25. Utilizando las regiones de interés (ROI), calibrar la escala de la
secuencia de imagenes, utilizando los extremos de la cdmara de inflamiento como
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referencia. Para calibrar la escala, se escoge una distancia conocida utilizando la regién de
interés (ROI) en forma de linea recta. Una vez seleccionada, se utiliza el comando
‘Analyze-> Set scale’ para establecer la relacion entre los pixeles y dimension real.

EPara calibrar la escala, se utilizé la dimensién del didametro de la camara de
inflamiento, ya que es facilmente identificable, y tiene una dimensién conocida de 12 mm.
|-] El enfoque, la alineacién v la iluminacién afectan el analisis de imagenes. Si la muestra
se encuentra mal enfocada, si no hay una correcta alineacion y si no hay una iluminacion
adecuado el analisis de imagenes puede ser impreciso debido a los errores que estos
factores pueden acarrear, tales como imdgenes borrosas en la zona de interés, errores de
paralaje y falta de nitidez debido a un contraste bajo. Como se menciond anteriormente,
la forma de caracterizacidon presentada aqui funciona, pero tiene muchas caracteristicas
gue se pueden mejorar,

[ Procesamiento (50%) — [m] X [ Procesamiento (50%) - [m] X

1/101 (A535 - 20190810_172731_0mbar); 1280x1024 pixels; RGB; 505MB 1/101 (A535- 20190810_172731_0mbar); 14.62x11.52 mm (1252x986), RGB; 476MB

>l Dl| >l B

Figura 25: Recorte y ajuste de la escala para el andlisis de imagenes utilizando FIJI.

Realizar anotaciones en las imagenes con la presion correspondiente, de tal forma que
cada cierto niumero de imagenes la presion esté anotada en la imagen correspondiente.
En el menu ‘Set measurements’, seleccionar ‘Fit ellipse’

Utilizando la seleccién de elipse, forzar a una seleccion circular y dibujarla de tal forma
gue coincida con la membrana, como se ve en la Fig. 26.

E Se utilizara la aproximacion de un casquete esférico, mostrada por [12].

E Se debe tener en cuenta que el lienzo de Image) debe abarcar el circulo en su
totalidad. De lo contrario, las mediciones en FlJI no consideraran la regién circular
completa.
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[ Procesamiento (50%) - [m] e
11/86 (8359 - 20190810_171609); 14.81x11.74 mm (1256x396); RGB; 410MB

[ (Fiji Is Just) Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
A8 clo| A4 Al ]|0] wfs)w] o] s]a] |»

>4 T || (Fili Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-69/1.62p; Java 1.6.0_172 [64-bit], Click here to search

Figura 26: Ajuste de la elipse, forzando una seleccion circular. para realizar la medicion de
inflamiento con el programa FlJI

Tomar nota del dato de radio. Este corresponderd al radio de curvatura de la membrana.
E Como se selecciénd ‘Fit ellipse’ para realizar las mediciones, y se forzd a una seleccién
circular, los datos de eje menor y eje mayor deben coincidir. Si estos no coinciden,
verificar que el tamafo del lienzo abarque completamente la seccion circular. Si no es asi,
ajustarlo con Image>Adjust>Canvas Size.

Realizar la medicién de la altura del casquete esférico con la seleccién de linea, trazando
una linea horizontal en la imagen de la membrana sin inflar, y a partir de ahi, medir el
punto maximo de la circunferencia.

Realizar los pasos h a j por cada uno de las imdgenes de la secuencia.

Realizar la interpretacion de los datos, de acuerdo a las condiciones de inflamiento.
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3. Resultados obtenidos

Con este montaje experimental y procedimiento de caracterizacién, se caracterizaron dos diferentes
versiones del chip de inflamiento. Cabe recordar que la cdmara de inflamiento se encuentra sin tapa, y
fue sellada con la membrana de Loctite. Las versiones que se caracterizaron fueron las siguientes:
® Chip con membrana de Loctite 3525.
® Chip con membrana de Loctite 3525 y recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un médulo
de Young esperado de 20 kPa. Se utilizé esta rigidez en la fabricaciéon debido a que, al ser un
hidrogel rigido, tendria menos problemas al fabricarse.
La caracterizacion se realizé en un intervalo de presiones de 0 a 500 mbar (0 a 375 mmHg), en rampas de
subida y bajada. Se escogid este intervalo de presion porque se pretendia observar como se comportaba
la altura de inflamiento de la membrana y el radio de curvatura del dispositivo en un rango de presiones
amplias, llegando a una presidn ligeramente mayor a la registrada en un ser humano (370 mmHg) [71].
La caracterizacion se llevé a cabo a temperatura ambiente.

Como comparacion, se toma una de las caracterizaciones del dispositivo fabricado en su totalidad de
PDMS, incluyendo la membrana, que se muestra en la Fig. 27 [68].

—Upramp
Down ramp

0+

Curvature radius[mm)

0 20 40 B0 BID 1DID 12ID 11‘10 1éD 1EI!D QDID
: _ Pressure [mbar]

Figura 27: Izquierda: Vista lateral del dispositivo de inflamiento biaxial. Vista lateral de una membrana
de PDMS a a) 0 bar, b)10 mbar, c) 20 mbar y d)30 mbar. Derecha: Radio de curvatura de una membrana
presiones entre 10 y 200 mbar en incrementos de 10 mbar. Se muestra rampa de ascenso (azul) y de
descenso (rojo). Imagenes tomadas de [68].
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3.1 Chip con membrana de Loctite 3525

A continuacion, se muestra las pruebas con presion positiva del dispositivo de inflamiento biaxial, con
una membrana de Loctite 3525. Para realizar la caracterizacidén, se tomod la aproximacién de casquete
esférico, que se muestra en la Fig. 7. En la Fig. 28 se muestra la deformacion de la membrana de Loctite
tomada desde la cdmara lateral, mientras que en la Fig. 29 se muestran las imagenes apicales de las
pruebas con presidn positiva. En la Fig. 30 se muestra la medicién de la altura del casquete esférico
debido al inflamiento de la membrana y la traduccion de esta medicion como un radio de curvatura. Las
barras de error corresponden a la incertidumbre asociada con el establecimiento de la escala, y a la
propagacion de incertidumbres. Como se menciond al exponer el método de caracterizacion del
dispositivo, la escala se establecid utilizando los extremos de la cdmara de inflamiento, debido a que
tiene una dimension conocida de 12 mm. Sin embargo, las condiciones de la imagen permitieron que
esta incertidumbre se estableciera en 8/ = 0.1 mm para todas las dimensiones obtenidas de la imagen.
De acuerdo con la Fig. 7, la relacién entre la altura del casquete y el radio de curvatura se relaciona con
la siguiente ecuacién:

2
R=<H (16)
Donde R es el radio de curvatura; «, el radio de la membrana antes de inflarse, y 4 la altura del
casquete esférico.

Por lo tanto, la incertidumbre asociada al radio de curvatura se expresa con la siguiente expresion:
_ 2 2 2
OR = \/((% — ﬁ)éh) +(49a) (16)

Cabe recordar que una superficie plana tiene un radio de curvatura infinito, mientras que una estructura

que presente una curvatura muy pronunciada tiene un radio de curvatura pequefio.
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Figura 28: Imdgenes laterales del dispositivo con membrana de Loctite 3525, en rampa de subida, de 0 a
500 mbar y de bajada, de 500 a 0 mbar.

250 mbar . 500 mbar
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Figura 29: Imagenes apicales del dispositivo con membrana de Loctite 3525, en rampa de subida, de 0 a
500 mbar y de bajada, de 500 a 0 mbar.
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Figura 30: Dimensidn de la altura del casquete esférico y radio de curvatura de la prueba de inflamiento
con presién positiva, en rampa de subida y rampa de bajada para el dispositivo con membrana de Loctite
3525.

Existen diversas consideraciones que se pueden observar a partir de estos resultados. Primeramente, en
la Fig. 30 podemos observar que, a diferencia de lo observado con la membrana Unicamente de PDMS,
presentada en la Fig. 27 y tomada de [68] el Loctite presenta un comportamiento plastico para los
intervalos de presiones utilizados en esta caracterizacion. Esto se puede observar a partir de dos hechos:
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® En este dispositivo en particular, la membrana presentaba arrugas al momento de la fabricacién
en el chip. Estas arrugas se mantuvieron durante el montaje experimental, por lo que se pueden
tomar como una deformacidn que no volvié a su estado original después de retirar el esfuerzo.

e Ademads a diferencia de lo observado en la Fig. 27 en la membrana fabricada exclusivamente de
PDMS que se presenta en [68], el dispositivo no presenta el mismo comportamiento en las curvas
de incremento y de disminucion de la presion. El comportamiento de la membrana de PDMS que
se muestra en la Fig. 27 es consistente con el hecho del que el PDMS es un elastdmero, por lo que
regresa a la deformacién original después de haber retirado el esfuerzo; a diferencia de lo que se
muestra en el dispositivo con una membrana Unicamente de Loctite 3525, en la Fig. 28, Fig. 29y
Fig. 30. De hecho, se observé incluso que después de retirar por completo la presidon ejercida
sobre la membrana y desconectar el dispositivo de las bombas, la membrana mantenia la
deformacion.

Otro aspecto que se puede recalcar del dispositivo fabricado con una membrana de Loctite 3525 consiste
en las diferentes etapas que se pueden observar durante el inflamiento, mostradas en la Fig. 30,
marcado en la figura con A. En el punto A, el incremento subito en la altura del casquete se debe a que
en este punto de la fabricacién del chip, el proceso ocasionaba que hubiera arrugas sobre la membrana
de Loctite 3525. En particular, para el momento en el que se fabricd ese chip, estas arrugas se generaron
porque el proceso de polimerizacién completa se llevd a cabo a 60°C, siendo mayor a la temperatura de
transicién vitrea del Loctite 3525, que se encuentra a 50°C. Estas arrugas se pueden apreciar en la Fig.
29, y son muy notorias en la imagen correspondiente a 0 mbar. En la segunda imagen de dicha figura,
gue es a una presién P=250 mbar mayor a la que se encuentra el punto A (P=210 mbar), se puede
observar como estas arrugas se encuentran completamente estiradas. Este comportamiento es
congruente con lo explicado por [12], en donde una membrana flacida requiere una presion menor para
llegar a cierta altura con respecto a la presidon en el caso donde la membrana se encuentre con un
esfuerzo inicial cero; es decir para el caso donde la membrana no se encuentre flacida ni tensa, sino en
su longitud natural. El intervalo en el que la altura del casquete esférico de la membrana se inflé durante
esta rampa se encuentra entre 0 (P=0 mbar) y 1.0 mm (P=500 mbar), llegando a un radio de curvatura de
18.0 mm en la situacion maxima de inflamiento.

Asimismo, se puede observar en la Fig. 29, la microestructuracion de la membrana de Loctite, como una
posible forma de caracterizar la deformacién. Como se menciond anteriormente, esta caracterizacién del
desplazamiento a partir del cambio en el patréon de difraccidn se explorara con mas detalle en [68].

Adicionalmente, para observar si la membrana de Loctite se fracturaba a presiones cercanas a las que se
realizaron en la primera rampa, se realizd un inflamiento a una presion al doble de la elegida para la
primera prueba, realizando una rampa adicional de 500 a 1000 mbar, cuyas imagenes laterales se
muestran en la Fig. 31 y la gréfica de eje mayor y radio de curvatura se muestran en la Fig. 32.
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Figura 31: Imagenes laterales del dispositivo con membrana de Loctite 3525, en rampa de subida, de 500
a 1000 mbar.
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Figura 32: Altura del casquete esférico y radio de curvatura de la membrana de Loctite 3525.

En la Fig. 32, los ejes de la abscisa para la grafica de la altura del casquete se encuentran escalados con el
mismo intervalo que el mostrado en la Fig. 30. Lo que podemos observar, tanto en la Fig. 30 y Fig. 32, es
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gue el aumento de dimensiones de la altura del casquete, subiendo hasta P= 1000 mbar no es mucho
mayor al que se tiene a P=500 mbar. Entre 230 y 500 mbar, de la Fig. 30, hay un incremento de la altura
del casquete con respecto a la presién de 3.65 X 10_4% , mientras que en la Fig. 32, hay un incremento

de 1.52x 10_4% , de 500 a 1000 mbar. Esto se puede deber a que, aunque la presidon aumente, el
material esté cerca a su limite mecénico de deformacion. Es decir, se sugiere que llegue un punto en el
cual la membrana de Loctite 3525 ya se encuentre completamente tensa, incapaz de seguirse
deformando a pesar de que aumente la presidn. De hecho, el Loctite 3525 es un material rigido, con un
modulo de Young de 175 MPa. El siguiente evento notable que podria suceder en este sentido podria
ser el estallamiento de la membrana. Las bombas microfluidicas que se utilizaron son conocidas como de
control de presidn; y éstas aseguran que la presidon hidrostatica que se transmita en un sistema se
mantenga acorde a lo que indica la bomba, incluso aunque existan obstaculos o fugas en el sistema.
Debido a lo anterior, se descarta que la no deformacién de la membrana de Loctite 3525 se deba a las
bombas, y se atribuye mas bien a las propiedades de la membrana. Otro aspecto que podemos obtener
de esta prueba consiste en establecer un posible rango de operacidn para el dispositivo de inflamiento:
De esta prueba, podemos observar que la membrana de Loctite 3525 es capaz de soportar una presion
hidrostatica de al menos P=1000 mbar (750 mmHg), sin presentar ninguna fuga. Debido a que el
dispositivo se pretende utilizar para simular estimulos mecanicos en células, y la presién arterial maxima
registrada en un ser humano es de 370/360 mmHg [71], y la presidn arterial es mayor que cualquier otra
presidon hidrostatica dentro del cuerpo. Esto nos permite ver que la membrana de Loctite 3525 puede
resistir adecuadamente las presiones para las cudles este chip estd pensado, en particular presién
intratoracica (-10 mmHg) y presidén intestinal (10-12 mmHg) [72].
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3.2 Chip con membrana de Loctite 3525 y
recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida

Por otro lado, se realizd una caracterizacién del dispositivo con una membrana de Loctite 3525 y con un
recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un mdédulo de Young esperado de 20 kPa. En la Fig. 33
se muestran las imagenes laterales de este dispositivo, mientras que en la Fig. 34 se muestra una imagen
lateral del hidrogel después de que pasaron 10 minutos después de retirar la presidon en las bombas; en
la Fig. 35, las imdgenes apicales y en la Fig. 36 se muestra la grafica de altura del casquete esférico y
radio de curvatura para el dispositivo con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida. Se realizé un ciclo
consistente de una rampa de aumento de la presién de 0 a 500 mbar y una rampa de disminucién de 500
mbar a 0 mbar; e inmediatamente, un segundo ciclo de 0 a 500 mbar y de 500 a 0 mbar. Sin embargo, las
rampas de aumento y disminucién de la presién se observan idénticas entre si en el segundo ciclo, por lo
qgue, en la Fig. 37, se tiene la misma caracterizacidon, pero se muestran Unicamente las curvas
correspondientes al primer ciclo de aumento y disminucidn de la presién.

250 mbar

500 mbar
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250 mbar

Figura 33: Imagenes laterales del dispositivo con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un
modulo de Young esperado de 20 kPa, en rampa de subida, de 0 a 500 mbar y de bajada, de 500a 0
mbar.

mm |
Figura 34: Imagen lateral de dispositivo con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un médulo
de Young esperado de 20 kPa, 10 minutos después de haber retirado la presién en las bombas.
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250 mbar

Figura 35: Imagenes apicales del dispositivo con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un
madulo de Young esperado de 20 kPa, en rampa de subida, de 0 a 500 mbar y de bajada, de 500 a 0
mbar.
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Figura 36: Altura del casquete esférico y radio de curvatura de la prueba de inflamiento con presion
positiva, en dos ciclos de subida y bajada, en un dispositivo con recubrimiento de hidrogel de
poliacrilamida con un médulo de Young esperado de 20 kPa. En el segundo ciclo, la rampa de subida se
superpone casi idénticamente con la rampa de bajada del dispositivo.
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Inflamiento. Loctite 3525+HG de poliacrilamida de 20 kPa
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Figura 37: Misma gréfica que la Fig. 36, donde sdlo se muestran las rampas de subida y bajada del
dispositivo.

De la Fig. 37, podemos observar dos puntos, marcados con el punto A y punto B. En el punto A (P=80
mbar) observamos un incremento subito en la dimension de la altura del casquete esférico, que
nuevamente puede encontrar su explicaciéon en que esta es la presidon necesaria para que el esfuerzo se
transmita en su totalidad al hidrogel de poliacrilamida. Por otro lado, el punto B muestra un decremento
en las dimensiones de la altura del casquete esférico de la elipse. Esto puede deberse a que, nuevamente
la bomba llega al maximo esfuerzo que puede proporcionar para una transmisién en un fluido estatico, y
esta presién es contrarrestada por el peso y las fuerza restitutivas del hidrogel de poliacrilamida.

En las imagenes apicales mostradas en la Fig. 35, podemos observar que a 0 mbar, el hidrogel de
poliacrilamida se aprecia opaco, mientras que en la imagen a 500 mbar, se aprecia transparente. Esto se
puede deber a que conforme aumenta la presién, hay un contacto mas efectivo entre la membrana de
Loctite 3525 y el hidrogel de poliacrilamida, por lo que la dispersidn de la luz en la interfaz entre hidrogel
y membrana de Loctite 3525 disminuye cuando la presidon aumenta.

Debido a la superposicion de las rampas de inflamiento para el segundo ciclo mostrados en la Fig. 36,
podriamos primeramente pensar que este dispositivo hereda el comportamiento pldstico que se observé
en el dispositivo que Unicamente tiene membrana de Loctite 3525, pues al retirar la presion de las
bombas, se mantiene la deformacién. Sin embargo, después de un tiempo aproximado de 10 minutos y
haber sido desconectado de las bombas, el dispositivo regresa a la posicidén original, y una imagen de
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esto se muestra en la Fig. 34. Los hidrogeles de poliacrilamida son elasticos [46], por lo que el hecho de
gue regrese a una posicién similar a la inicial, sugiere que el recubrimiento de hidrogel presenta fuerzas
restitutivas que causan que el dispositivo regrese a su posicién inicial. Por ejemplo, en [35] se observa
gue un material eldstico puede revertir una deformacidn plastica, para cierto rango de deformacién. Por
lo tanto, después de analizar los datos de la rampa de bajada mas cuidadosamente, llama mucho la
atencion que después de bajar la presidn en las bombas, el dispositivo mantenga exactamente la misma
deformacion. Después de una segunda reflexion, se llegd a la conclusidn de que el Loctite 3525 es rigido
y no permite que las fuerzas restitutivas eldsticas del hidrogel de poliacrilamida actuaran
inmediatamente. El hecho de que el Loctite 3525 tenga una rigidez de 175 MPa vs los 20 KPa del hidrogel
de poliacrilamida apoya esta explicacién.

La altura del casquete esférico de la membrana al inflarse fue de 0, (P=0 mbar) a 1.7 mm (P=300 mbar),
obteniendo un radio de curvatura de 11.3 mm en el inflamiento maximo.

Una vez teniendo la caracterizacion de ambas clases de dispositivos, se compararon antes

comportamientos. Dicha comparacién se muestra en la Fig. 38.
Comparacion: Loctite 3525 y Loctite 3525 con HG de 20 kPa
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Figura 38: Comparacion entre rampas de subida de 0 a 500 mbar para un dispositivo con membrana de
Loctite 3525 y para un dispositivo con membrana de Loctite 3525 y con recubrimiento de hidrogel de
poliacrilamida con un moédulo de Young esperado de 20 kPa.

En la Fig. 38 podemos observar la comparacion entre las rampas de inflamiento para el dispositivo con
membrana de Loctite 3525 y con membrana de Loctite 3525 con recubrimiento de hidrogel de
poliacrilamida de 20 kPa. Debido a que se tiene una membrana de Loctite 3525 con un recubrimiento de
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otro material, en este caso, hidrogel de poliacrilamida, se esperaria que el hidrogel de poliacrilamida
requiriera una mayor presion para lograr la misma deformacién que el Loctite y, sin embargo, se observa
el comportamiento contrario. Esto tiene su explicacion en la forma de elegir el sistema de referencia
para realizar el andlisis de las imagenes. Como se menciona en la seccidon 2.2 Caracterizacion del

dispositivo, para realizar la medicion se establece una linea de referencia, a partir de la cual se realiza la
medicion de la altura del casquete esférico. La diferencia en espesor entre el chip con membrana de
Loctite 3525, como en el chip con recubrimiento de hidrogel, es de alrededor de 1 mm, y el origen del
sistema de referencia para la altura del casquete se establecid como una linea que pasara por la
membrana plana, antes de inflarse. Esto causa que la linea de referencia a partir de la que se toma la
medicion, sea distinta para ambos casos, ocasionando un posible error de paralaje. La prueba de
abultamiento es altamente sensible a este tipo de errores, por lo que, para llegar a una mejor
caracterizacidon del dispositivo, seria necesario implementar otro método de toma de imagenes y de
caracterizacidon de la deformacidn, por ejemplo, por medios interferométricos [68]. No obstante, en
ambos casos, se establecié un circulo para realizar la medicién, partiendo de la suposicidon de que se
forma un bulto en forma de casquete esférico al momento del inflamiento. Segun lo expuesto por Small
y Nix [12], esta suposicidn es correcta para una pelicula delgada, monocomponente, en donde la curva
esfuerzo vs. deformacion sea de forma exponencial, como lo propuesto por Hill[21]; consideraciones que
no se cumplen en nuestro dispositivo. Ademas, como se expuso en la seccién 1.1.3 Comportamiento de

una membrana circular sujeta a inflamiento, una membrana flacida, que presenta arrugas, como el caso

del chip Unicamente con membrana de Loctite 3525 requiere una presion menor para llegar a una altura
deseada [19]. Esto se contrapone al chip con recubrimiento de hidrogel, donde se cuidd que la
membrana de Loctite 3525 se encontrara plana al momento de colocar el hidrogel. Por todos los puntos
mencionados a continuacion, se puede pensar que estas muestras no son comparables entre si, ya que
las suposiciones que rigen a cada una al momento de realizar las caracterizaciones son particulares para
cada una de estas muestras. Para asegurar la reproducibilidad y repetibilidad, seria importante realizar la
fabricacion y caracterizacion de diversas muestras, con y sin recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida,
cuidando las consideraciones mencionadas anteriormente. El comportamiento plastico que se observa
en las muestras implica que después de caracterizar una muestra en estos rangos de presion, ésta se
tendria que descartar. Lo anterior debido a que, al no regresar la muestra a su posicién original, no era
posible considerar que los datos obtenidos se encontraran en las mismas condiciones que la primera
rampa de caracterizacién. Dado que el objetivo final de este trabajo estuvo enfocado a la fabricacién del
chip de inflamiento con hidrogel, se prefirié adherir la poliacrilamida al dispositivo, en lugar de realizar
varias pruebas de caracterizacion. Se debe realizar la caracterizacion del comportamiento de las
muestras con respecto a la presion, y hacer un andlisis estadistico, entre distintos chips.

Los materiales de los que se compone el dispositivo presentan un comportamiento eldstico, tanto el
Loctite 3525 como los hidrogeles de poliacrilamida [43,46], por lo que se esperaba que el dispositivo en
su totalidad heredara esta caracteristica. Sin embargo, el comportamiento del dispositivo muestra que
este no tiene un comportamiento eldstico, llegando a presentar memoria de la deformacién y un tiempo
de relajacién después de haber retirado el esfuerzo. Esto se puede deber a que los esfuerzos que se
aplicaron sobre el dispositivo fueron mayores al limite de la deformacién plastica de los materiales. Por
las dimensiones y caracteristicas de los elementos que componen al chip, se puede atribuir que el
componente que sobrepasé el limite elastico consiste en la membrana de Loctite 3525. De este
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comportamiento, quedaria pendiente la pregunta de si para presiones y deformaciones pequefias, el
dispositivo heredaria el componente elastico.

El dispositivo aqui mostrado permite obtener cambios controlados de deformacién debido a presion
hidrostatica. La aplicacién pensada de este dispositivo consiste en realizar estimulos mecdanicos a células,
sin embargo, este dispositivo se puede adaptar para ser un dispositivo capaz de realizar una prueba de
abultamiento (bulge test), como el mostrado en [12], pues es capaz de proveer un estimulo biaxial a los
materiales. Para realizar esta aplicacion, se debe: fabricar una membrana lisa y delgada, asegurar una
muy buena adhesién de la membrana a los bordes de la camara circular, y mantenerse en el limite
eldstico de la deformacion. Ademads, se deben conocer las propiedades mecanicas de los materiales
involucrados, en particular, médulo de Young ( £ ), coeficiente de Poisson v, y mddulo biaxial (Y ) de los
materiales involucrados. En caso de utilizar los materiales que se presentan en este trabajo, se debe
utilizar un modelo adecuado de la prueba de abultamiento que considere, por un lado, una membrana
compuesta de dos materiales, y por el otro un modelo que considere una membrana no incompresible,
es decir, en la cual no se realice la aproximacién de pelicula delgada, como el mostrado en [25]. Ademas,
se debe establecer un sistema de medicién preciso, pues, un error medido en la altura de la membrana
inflada se refleja en una variacién aparente en las propiedades mecdnicas observadas. Ademads, como
comentario, es necesario realizar un modelado tedrico del dispositivo, incluyendo la obtencién los
coeficientes mecanicos de todos los materiales utilizados para realizar una interpretacién mas robusta
de los resultados aqui presentados.

En la seccién 1.1.3 Comportamiento de una membrana circular sujeta a inflamiento se presenté una base

tedrica nutrida con respecto a la prueba de abultamiento, que utiliza el mismo principio de
funcionamiento que el chip de inflamiento presentado en este trabajo. Seria ideal lograr estimar los
esfuerzos que se pueden generar y/o transmitir a las muestras. Sin embargo, en el presente trabajo no
se cuenta con suficiente informacidn tedrico-experimental para llevar a cabo dicha estimacién, ya que el
enfoque principal del trabajo fue dirigido hacia la fabricacion.

Con la caracterizacién mostrada en esta seccidn, podemos observar el comportamiento del dispositivo
con respecto a la presion, para los dos materiales con los que se construyd el dispositivo: membrana de
Loctite 3525 y membrana de Loctite 3525 con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida. Se demuestra
gue el radio de curvatura se puede modular con una modificacién de la presidén y esto sienta las bases
para seguir desarrollando este dispositivo para realizar estimulos mecanicos sobre células epiteliales y
endoteliales. En el capitulo 5. Perspectivas y trabajo a futuro se mencionan las caracterizaciones y

experimentos necesarios que se requieren para hacer de este dispositivo un dispositivo que permita
realizar estimulos mecéanicos a células endoteliales y epiteliales, con las caracteristicas adecuadas para
que las células perciban los estimulos mecanicos de interés compatibles con el ambiente del que son
originarias.
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4. Conclusiones

Se generdé un disefio y se estandarizé un procedimiento robusto para la fabricacién de un chip
microfluidico. La funcion de este chip es generar un inflamiento sobre una membrana, transmitiéndole
un esfuerzo mecanico a través de cambios de presidn que se traduce en un cambio de las condiciones de
curvatura y rigidez local de esta. El chip consiste en un soporte de PDMS con canales microfluidicos y una
camara de inflamiento, sobre la cual se encuentra una membrana del adhesivo a base de acrilatos Loctite
3525 y un recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida. El dispositivo estd fabricado a partir de
materiales biocompatibles que pueden ser esterilizados y funcionalizados para realizar cultivo celular
sobre ellos, y son dpticamente transparentes; por lo que es compatible con las técnicas de cultivo
celular. El disefio del dispositivo es adaptable y puede modificarse facilmente para responder a
diferentes necesidades que requieran los experimentos en los cuales se utilice el chip. Las caracteristicas
gue se pueden modificar del dispositivo son: dimensiones del chip, tamafio de la cdmara de inflamiento,
espesor de los materiales utilizados, geometria de los canales microfluidicos, materiales utilizados para
transmitir el inflamiento, fluido utilizado como transmisor de presion, entre otras.

Los hidrogeles de poliacrilamida son conocidos, entre otras cosas, porque se puede controlar la rigidez
de los mismos a partir de modificacion en la proporcion de mezcla de sus componentes y son
compatibles con el cultivo celular. Sin embargo, se suelen utilizar en geometrias planas, por lo que este
trabajo abre la posibilidad a que se integre en este dispositivo todo el conocimiento que se tiene en
torno a los hidrogeles de poliacrilamida, para realizar cultivo celular con una modificacién controlada de
la curvatura. El estado en el que se encuentra la fabricacidon del dispositivo actualmente permite
directamente integrar los procedimiento de cultivo biolégico, por ejemplo, los procesos de
funcionalizacién de las proteinas. Ademads, asi como el disefo del dispositivo es adaptable, el
procedimiento de fabricacidon también, y el proceso se puede modificar segin las necesidades que se
requieran en la aplicacién del chip. Dos ejemplos se enuncian a continuacién: En este trabajo se mostré
gue es posible la microestructuracion utilizando una rejilla de difraccién en la membrana que esta sujeta
a inflamiento. Sin embargo, el proceso de fabricacidn puede ser adaptado para utilizar otro tipo de
microestructuras, que se deformaran de forma controlada con este chip. El otro ejemplo consiste en
que, ya que el proceso de fabricacion es multicomponente, puede ser modificado para permitir la
utilizacion de distintos materiales en las partes internas y externas del chip; por ejemplo, la introduccién
de hidrogel de poliacrilamida dentro de la cdmara de inflamiento para el sembrado de células en la parte
interior del chip.

Se establecid, asimismo, un protocolo de caracterizaciéon, en donde se observd la deformacion del
dispositivo a partir de cambios controlados de presion utilizando bombas microfluidicas de control de
presidn y la observacién a través de una camara lateral y una camara apical; para una apreciacion
completa de la deformacién. Durante este proceso, se observa que el dispositivo en efecto cuenta con la
caracteristica de ser compatible con técnicas de microscopia, en particular por tener un tamafio similar a
un portaobjetos y por la transparencia que muestra el dispositivo a la luz visible. Se realizé la
caracterizacién del dispositivo en dos versiones del mismo: uno en donde se sujeta al inflamiento una
membrana del adhesivo Loctite 3525; y otro donde se utiliza una membrana de Loctite 3525 con un
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recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida con un médulo de Young esperado de 20 kPa. Se utilizd
inflamiento con presiones positivas, en un intervalo de 0 a 500 mbar (0 a 375 mmHg), para observar el
comportamiento del dispositivo en un intervalo que abarcara todo el rango de presiones encontradas
dentro del cuerpo humano; ya que se buscaba desde la concepcién que el dispositivo pudiera ser
utilizado para realizar estimulos mecdnicos de presidén y deformacién para estudiar los efectos de este
sobre cultivos celulares.

Durante esta caracterizacidon se encontraron diversos resultados. Primeramente, se encontré que el
dispositivo resiste sin presentar fugas o comprometer la integridad estructural de la membrana sujeta a
inflamiento el rango de presiones seleccionado; por lo que el dispositivo puede inflarse con este rango
de presiones que se encuentran en el rango fisioldgico. Por otro lado, se observé el comportamiento de
las dos versiones del dispositivo mencionadas anteriormente. De experimentos anteriores, se tiene que
tanto el Loctite 3525 como los hidrogeles de poliacrilamida presentan un comportamiento elastico. No
obstante, en el dispositivo cuya membrana se encuentra compuesta Unicamente de Loctite 3525, se
observé que, para los rangos de presion y deformacidn que se utilizaron, este presenta un
comportamiento plastico; lo que implica que se ha superado el limite de deformacién plastica de este
componente. Este comportamiento se observa en la presencia de arrugas y la memoria de inflamiento
de la membrana de Loctite 3525. El mismo comportamiento se hereda en el dispositivo con membrana
de Loctite 3525 y recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida; pues esta configuraciéon también presenta
memoria de inflamiento. Sin embargo, las fuerzas restitutivas en el hidrogel de poliacrilamida provocan
gue se revierta la deformacién plastica. No obstante, la combinacion de estos dos tipos de
comportamientos no impiden que la transmisidn del esfuerzo de inflamiento en el dispositivo llegue a la
parte superior del dispositivo. Debido a lo anterior, efectivamente se puede proveer al cultivo celular de
un estimulo de modificacion de la curvatura local, al sembrar en la parte superior del chip, donde se
tiene una deformacidn que puede ser controlada. Con este dispositivo, se lograron deformaciones, con
altura maxima del casquete de inflamiento de 1 mm (Radio de curvatura=18.0 mm), para el caso del
dispositivo con membrana de Loctite 3525; y uno de 1.7 mm (Radio de curvatura=11.3 mm) para el caso
de la membrana de Loctite 3525 con hidrogel de poliacrilamida.

El proceso para la fabricacidon del chip presentado en este trabajo integra técnicas altamente conocidas
hoy en dia en lineas de investigacion afines al desarrollo de sistemas microelectromecdanicos biomédicos.
El principio de funcionamiento de este dispositivo permite, en un futuro, utilizarlo en una aplicacion
novedosa, ya que, a pesar de que los hidrogeles de poliacrilamida han sido ampliamente utilizados en
estudios de mecanobiologia, en la revisién de la literatura que se realizd, no se encontré ningun
dispositivo que provea al hidrogel de poliacrilamida un estimulo de deformacién biaxial por inflamiento.
El chip presentado en este trabajo sienta un precedente para, en un futuro, poder estudiar las respuestas
celulares a cambios de curvatura local y rigidez a través de cambios controlados de presién. Ademas,
estas condiciones se pueden variar incluso después de haber cultivado las células sobre él, mediante la
presion de entrada sobre el chip. Asimismo, con las adaptaciones necesarias en el disefio o fabricacién,
puede utilizarse en diversas aplicaciones en las que se aproveche el principio de funcionamiento del chip;
tanto en estudios bioldgicos como en caracterizacion de materiales por medio de la prueba de
abultamiento.
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5. Perspectivas y trabajo a futuro

En esta seccidn se muestran diversos aspectos a mejorar en los procesos de fabricacion o caracterizacion
del dispositivo, asi como distintas lineas que puede seguir la experimentacién con este dispositivo, con
vistas al uso de este dispositivo para una aplicacién en particular.

Mejoras a los procesos presentados en este trabajo

Durante el proceso de fabricacién, es recomendable depositar una cantidad menor de hidrogel de
poliacrilamida, de tal forma que se deposite Unicamente una capa delgada de material, para lograr un
recubrimiento mas delgado y que se requiera menor esfuerzo transmitido por la membrana para
provocar una deformacion de material. Debido a que en este caso la membrana de hidrogel seria mas
delgada, para verificar que en efecto el hidrogel se encuentra cubriendo adecuadamente el dispositivo,
se puede teiiir para facilitar su observacion.

Para el proceso de caracterizacion, se sugiere utilizar presiones menores, produciendo deformaciones
pequeias, para verificar si se mantiene el comportamiento elastico. Si en realidad se presenta el
comportamiento elastico, sobre el dispositivo se pueden realizar estimulos oscilatorios sobre el
dispositivo. Se espera que, al mantenerse dentro de un régimen elastico, el dispositivo se pueda emplear
con un estimulo de presiones oscilantes, en particular a bajas frecuencias, correspondientes con los
estimulos a las que estarian sometidas las células que se desean cultivar. En particular, se espera que el
dispositivo sea capaz de responder a estimulos realizados a frecuencias similares a la frecuencia cardiaca
(/' ~ 1 Hz) o a la frecuencia respiratoria (f ~ 0.2 Hz ). Por otro lado, se prevé que el dispositivo responda
mejor a estimulos oscilantes, es decir, con un flujo reversible de inflamiento y desinflamiento, que a
estimulos pulsatiles, es decir, con un flujo en una sola direccién. Esto se pronostica ya que es posible que
el tiempo de relajacidon del dispositivo sea mayor al periodo de los estimulos pulsatiles, mientras que un
flujo bidireccional facilitaria esta respuesta.

Por otro lado, dentro del proceso de caracterizacién también se deben mejorar la toma y analisis de
imagenes. En particular, el enfoque, la alineacion y la iluminacién de la muestra deben dejar de ser una
variable durante el experimento; pues esto provoca que la medicion de la altura del casquete esférico
sea incorrecta, o tenga una incertidumbre alta. Los instrumentos que estan enfocados en la medicién de
una prueba de abultamiento, tanto comerciales como de elaboracion casera tienen en cuenta estas
variables; algunos de ellos incluso realizando mediciones interferométricas para la caracterizacion. Una
propuesta para mejorar la adquisicion de imdagenes consistiria en fabricar un aparato experimental a
medida del chip de inflamiento, que incluyera una camara lateral, una cdmara apical y un sistema de
iluminacidn, todos ellos fijos. Primeramente, el bloque de PDMS del chip de inflamiento tendria que ser
del mismo tamafio que el portaobjetos de vidrio, para evitar una variacion de la posicion relativa entre el
chip y el sustrato para distintos chips. Esto se puede lograr polimerizando el PDMS en un molde mas
grande, de tal forma que quede a tamafo del portaobjetos de vidrio. Otra alternativa es cortar los
sustratos de vidrio al tamafio del PDMS. Luego, el aparato de medicidn tendria que tener un
portamuestras con un mecanismo de alineacidn, para asegurar que la posicién relativa de la cdmara con
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respecto a la muestra sea la misma para todas las mediciones. Por otro lado, la fuente de iluminacion
tendria que ser fija y proporcionar siempre la misma intensidad de luz. Ademas, debe estar posicionada
de tal forma que la imagen lateral tenga el mayor contraste posible con respecto al fondo, por ejemplo,
como en el caso de pruebas de dngulo de contacto. La camara lateral también debera tener un sistema
de enfoque que permita establecer el enfoque justo en el centro de la membrana; mientras que la
camara apical deberd poder enfocarse sobre la superficie de la muestra. Con este propuesta de aparato
de medicidn, se resolverian las situaciones de contraste, alineacién y enfoque.

Otro aspecto que se debe considerar es realizar la fabricacidn de un nimero importante de dispositivos y
caracterizarlos, para establecer una curva de calibracién entre presién y radio de curvatura, para una
rigidez de hidrogel en particular, y asi asegurar la repetibilidad y reproducibilidad de un dispositivo. Esta
caracterizacidon no se presenta en este trabajo debido a que, como se determind que la deformacién de
la membrana de Loctite era plastica a las presiones utilizadas, se considerd que la caracterizacion seria
una prueba destructiva para cada una de las muestras. Sin embargo, nuevamente si el esfuerzo se
mantiene a deformaciones pequeiias, donde el régimen eldstico se mantenga, podra realizarse esta
caracterizacion.

Cultivo celular y pruebas bioldgicas

Uno de los pasos mas inmediatos que se consideran necesarios realizar con el dispositivo consiste en
sembrar células sobre el hidrogel de poliacrilamida y realizar cultivo celular sobre ellos. Para esto, es
necesario entrecruzar la proteina adecuada en la superficie del hidrogel [46]. Posteriormente se puede
realizar el cultivo celular de células convenientes, deformar el dispositivo hasta la curvatura deseada y
observar la respuesta celular después de la deformacion. Como se menciond anteriormente, los
componentes del chip se han utilizado en trabajos previos con fluorocromos, tales como calceina y
ioduro de propidio, kit para detectar apoptosis con fluoresceina, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594. Por lo
tanto, este dispositivo es compatible con técnicas de microscopia de fluorescencia. En general, se espera
gue se pueda utilizar con cualquier fluorocromo. Con respecto a este punto, se debe tener cuidado al
utilizar fluorocromos cercanos al azul, pues el Loctite 3525 fluoresce fuertemente en el espectro
ultravioleta. Sin embargo, si este fuera el caso, se puede utilizar microscopia confocal para aumentar el
contraste entre el fondo y la sefial.

Las pruebas que se hicieron con este dispositivo fueron realizadas a temperatura ambiente, sin control
de temperatura. No obstante, todos los componentes utilizados en este dispositivo son compatibles a
ser operados a una temperatura a 37 °C, que es la temperatura a la que se suelen realizar los procesos
de cultivo celular. Para el cultivo celular, el dispositivo se puede esterilizar utilizando una solucion on
antibidticos o mediante irradiacién con UV. Resulta oportuno mencionar que el chip no es compatible
con un proceso de esterilizacién con autoclave, debido a que las temperaturas que se alcanza con este
método son superiores a la temperatura de transicién vitrea del Loctite 3525 (Tg=50°C),
comprometiendo la integridad del mismo.
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Cabe mencionar que para mantener una deformacién durante un tiempo prolongado el chip debe
permanecer con el esfuerzo presente. Esto se podria lograr manteniéndolo conectado la bomba
microfluidica e introducir las conexiones a la incubadora o inflar el chip, sellarlo reversiblemente e
introducirlo a la incubadora.

Inflamiento  junto con pruebas de indentacion
mecanica

Las pruebas de indentacion mecanica son pruebas de caracterizacion de materiales que funcionan
indentando la superficie de una muestra con una punta. Los datos obtenidos se pueden traducir en
curvas de esfuerzo-deformacidn, y con la aplicacién del modelo correcto para el analisis de los datos, se
pueden obtener propiedades mecanicas de los materiales.

En ese sentido, otra de las caracterizaciones mas inmediatas que se pueden realizar con este dispositivo
consiste en realizar el inflamiento del dispositivo y realizar pruebas de indentacién para sensar la rigidez
local que percibirian las células de acuerdo al inflamiento. En el laboratorio donde se desarrollé este
dispositivo, se tiene acceso a un equipo de ensayos micromecanicos que realiza una indentacion sobre la
superficie del material. Seria muy fructifero que los datos experimentales fueran acompanados de un
modelo tedrico del comportamiento de la membrana ante cambios de presidn, ya sea analitico o por
medio de elementos finitos, para que hubiera una validacion de las mediciones con una teoria que funja
como respaldo.

Modelado tedrico del dispositivo

Durante la seccién 1.1.3 Comportamiento de una membrana circular sujeta a inflamiento, se mostraron

diversas ecuaciones que muestran el comportamiento de una membrana sujeta a esfuerzos debidos a un
cambio de presion. El chip de inflamiento que se muestra en el presente trabajo consiste de una
membrana, adherida a una cdmara de inflamiento circular, que es sometida a un aumento de presién en
un lado de la cdmara. Si bien, el objetivo de este trabajo no es presentar un dispositivo para realizar una
prueba de abultamiento, las consideraciones tedricas y resultados que se obtienen para este tipo de
pruebas, utilizando una membrana circular, se podrian utilizar para modelar tedricamente el dispositivo.
Este analisis puede darse a partir de suposiciones que lleven a una solucién analitica o por medio de un
modelo de elementos finitos. EI modelaje tedérico del comportamiento del chip de inflamiento del
presente trabajo es un resultado deseable; no obstante, queda fuera del alcance de esta tesis. El
propédsito de esta, se encuentra enfocado hacia la fabricacién de un dispositivo, que pueda realizar un
estimulo mecanico a células cultivadas sobre el mismo.

Versatilidad del diseno

Una de las ventajas del dispositivo presentado en este trabajo es que el proceso de fabricacién admite
gue el disefio del chip se adapte de acuerdo a las necesidades de los experimentos, siempre y cuando
estos experimentos sigan el principio general de funcionamiento del dispositivo, correspondiente a un
cambio en la curvatura o la rigidez local producido por el inflamiento de una membrana.
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Entre estos cambios de disefio, se encuentran, el cambio del fluido utilizado para la transmisién de la
presion (p. ej. utilizar agua destilada o medio de cultivo).

Ademads, se puede utilizar un distinto tipo de membrana sobre la cual se realizard el inflamiento, por
ejemplo, para utilizar una membrana de Coldgena tipo | para fomentar la comunicacion celular en un
cultivo o con una membrana de PDMS microestructurada con pilares para realizar pruebas de
microscopia de traccion en las células.

En particular, Fernanda Lépez Garcia explord dos de estas posibilidades: inflar el dispositivo con medio
de cultivo y fabricar el dispositivo con una membrana de Coldgena tipo |, como se muestra en la Fig. 39.

Figura 39: Cambios en el disefio del dispositivo, explorados por FLG. Izq: Dispositivo inflado con medio de
cultivo. Der: Dispositivo fabricado con una membrana de Coldgena tipo | [68].

Si se necesita modificar la geometria de la parte microfluidica del dispositivo, incluyendo las dimensiones
de algin componente de la parte de PDMS, se puede maquinar un nuevo molde de acrilico, con las
caracteristicas deseadas. Otro cambio en el disefio que se pueden realizar con este dispositivo consisten
en el control de la presidon en dos cdmaras comunicadas por una membrana, que puede ser util, por
ejemplo, para realizar el cultivo celular de dos tipos celulares en comunicacién. Un ejemplo de disefio util
para esta propuesta es el de la Fig. 40.

Figura 40: Propuesta de disefio para utilizar dos fluidos distintos para la transmision de presion.

También se pueden tener varios pozos de inflamiento, de tal forma que se obtenga una matriz de sitios
de inflamiento, en lugar de un sélo lugar donde ocurra el inflamiento.
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Si se van a realizar rampas de subida y bajada de presién, una modificacién deseable en este chip,
consiste en la adicién de una valvula donde se tenga monitorizada la presion de salida, para que
efectivamente se tenga la presidon deseada dentro del dispositivo, consistente con lo que marca una
bomba ejerciendo una presién de entrada.

Es importante recalcar que todos estos cambios en el disefio del dispositivo deben de tener una
motivacién en especial. Debido a que el dispositivo presentado estd enfocado hacia la generacién de
distintos estimulos mecdnicos en cultivo celular, se debe tener comunicacidon constante con personas
con experiencia en el drea bioldgica, de tal forma que el cambio de disefio esté enfocado a la
investigacion de alguna pregunta bioldgica.

Aplicacion: Caracterizacion de crecimiento celular a
través del cambio en el patron de difraccion de PDMS
microestructurado

Una aplicacion que surgié durante el desarrollo de este proyecto fue el proporcionar una forma
controlable de observar un desplazamiento. Para su proyecto de Maestria en Ciencia e Ingenieria de
Materiales, Fernanda Lépez Garcia estaba investigando una forma de caracterizar el crecimiento celular,
a partir de la observacién de un patron de difraccién en una membrana de PDMS. En algin momento del
desarrollo de su proyecto, FLG necesitaba una forma de obtener un desplazamiento controlado para
observar el cambio en dicho patrén de difraccidn. El dispositivo de inflamiento mostrado en el presente
trabajo resolvia justamente esta necesidad, al proporcionar pequenos cambios de desplazamiento a
partir de cambios controlados en la presién. Por otro lado, el proyecto de FLG permitiria caracterizar el
desplazamiento de la membrana a partir de la observacion del patrén de difraccidén, a partir de las
imagenes apicales, reduciendo asi los errores de paralaje causados por la medicién de las imagenes
laterales. La explicacién a detalle de estos resultados se encontraran en la tesis de FLG [68].
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