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cv Coeficiente de variacion
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MNPs-URS Nanoparticulas magnéticas conjugadas con ureasa
PDMS Polidimetilsiloxano
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Virus de la influenza aviar
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RESUMEN GLOBAL

La aplicacidon de microdispositivos ha demostrado tener un gran potencial para enfrentar los
retos en diversos campos de investigacidn, despertando el interés cientifico con el propdsito de
construir sistemas integrados que sea capaces de realizar diversos procedimientos para el analisis
en un solo microdispositivo (lab-on-a-chip). Una de las aplicaciones mds atractiva de la
microfluidica ha sido enfocada hacia el diagndstico clinico, ya que estos microdispositivos ofrecen
muchas ventajas: menor volumen de reactivos y muestras, tiempo de analisis mas corto, y la
posibilidad de analisis en paralelo. Ademas, su automatizacién puede conducir a una rapida y facil
manera de utilizarlos sin la necesidad de alguna capacitacién o equipos especializados. Otro
aspecto para considerar es el precio teéricamente mas bajo comparado con el de procedimientos
a escala rutinarios en laboratorios. En este trabajo se disefiaron, fabricaron y evaluaron cuatro
microdispositivos para diagndstico clinico. En dos de ellos se realizé un inmunoensayo empleando
soportes sélidos diferentes: nanoparticulas magnéticas conjugadas con un antigeno y una
estructura polimérica 3D con estreptavidina (inmuno-pared) empleada para inmovilizar un
anticuerpo de captura biotinilado, ambos microdispositivos demostraron ser un método mas
rapido y sensible para la deteccion de biomarcadores en comparacion con métodos
convencionales de deteccion en microplaca. Un tercer microdispositivo con microcanales en
espiral se desarrollé para la dilucidn de muestras de sangre y separacidon de plasma en linea
comprobando la calidad del plasma separado cuantificando un biomarcador para el diagndstico
de artritis reumatoide, mostrando tener un gran potencial de acoplarse con la cuantificacién de
otro tipo de biomarcadores con una pureza y eficiencia de separacion adecuada. Un ultimo
microdispositivo se evalud para la cuantificacion espectrofotométrica de urea por medio del
método de Berthelot modificado empleando nanoparticulas magnéticas conjugadas con la
enzima ureasa Yy realizando la reaccion en flujo continuo; el método desarrollado mostré una
excelente precision y exactitud logrando cuantificar muestras de orina y plasma con
concentraciones de urea dentro de los valores normales. Los resultados demostraron la
versatilidad de los dispositivos de microfluidica para ser implementados en el area clinica con

resultados similares a los obtenidos con técnicas tradicionales de deteccion y separacion.
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ABSTRACT

The application of microdevices has shown great potential to face the challenges in various
research fields, awakening scientific interest in order to build integrated systems that are capable
of performing various procedures for analysis in a single microdevice (lab-on-a- chip). One of the
most attractive applications of microfluidics has been focused on clinical diagnostics, since these
microdevices offer many advantages: lower volume of reagents and samples, shorter analysis
time, and the possibility of parallel analysis. Furthermore, their automation can lead to a quick
and easy way to use the microdevice without any specialized training or equipment. Another
aspect to consider is the theoretically lower price compared to routine scale procedures in
laboratories. In this work, four microdevices for clinical diagnosis were designed, manufactured,
and evaluated. In two of them an immunoassay was performed using different solid supports:
magnetic nanoparticles conjugated with an antigen and a 3D polymeric structure with
streptavidin (immuno-wall) for immobilizing a biotinylated capture antibody, both microdevices
proved to be a faster and more sensitive method for biomarkers detection compared to
conventional microplate detection methods. A third microdevice with spiral microchannels was
developed for the dilution of blood samples and on-line plasma separation, checking the quality
of the separated plasma by quantifying a biomarker for the diagnosis of rheumatoid arthritis,
showing great potential to be coupled with the quantification of another type of biomarkers with
adequate purity and separation efficiency. A last microdevice was evaluated for the
spectrophotometric quantification of urea employing the modified Berthelot method using
magnetic nanoparticles conjugated with the enzyme urease and performing the reaction in
continuous flow. The developed method showed excellent precision and accuracy, achieving the
guantification of urea in urine and plasma samples with urea concentrations within normal values.
The results demonstrated the versatility of microfluidic devices to be implemented in the clinical

area with results similar to those obtained with traditional detection and separation techniques.
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La microfluidica es la ciencia y tecnologia de sistemas para procesar o manipular pequefias
cantidades de fluidos dentro de canales cuyas dimensiones abarcan algunas decenas de
micrometros.! Para este fin se emplean dispositivos de microfluidica cuyas técnicas de fabricacion
son diversas siendo las mas comunes la fotolitografia (creacion del molde por medio de la
transferencia del patrén deseado a una oblea de silicio a través de la exposicion a luz ultravioleta
de una resina fotosensible y una mascara transparente)? y litografia suave por moldeo de réplica
(creacidn de réplicas poliméricas del microdispositivo empleando el molde creado).>* Dentro de
los materiales empleados para su construccién se encuentran los polimeros, debido a su facil

acceso y bajo costo, en donde el polidimetilsiloxano (PDMS) es el elastémero mas usado.”

En las ultimas décadas, debido al amplio rango de aplicaciones que la microfluidica ofrece,® se
ha incrementado el interés cientifico por el desarrollo de dispositivos capaces de realizar analisis
clinicos rutinarios a través de la implementacién de protocolos de laboratorio tradicionales
estandarizados en un dispositivo de microfluidica conocido como lab-on-a-chip (LOC).”~%° Las
ventajas que ofrecen estos microdispositivos son muchas: portabilidad, volimenes pequefios de
muestras y reactivos, bajo costo, integracion de multiples pasos, acoplamiento a diferentes
métodos de deteccidn y tiempos cortos de andlisis. Siendo estas caracteristicas lo que los hacen
tan llamativos, impulsando el desarrollo y evaluacién de nuevos sustratos, técnicas de fabricacién
y mejores métodos de deteccidn para lograr la construccion de microdispositivos para diagndstico

clinico econdmicos, robustos, desechables y portatiles. %12

Diferentes microdispositivos ya han sido reportados aplicados al diagndstico clinico, por
ejemplo para la realizaciéon de inmunoensayos'®'* empleando diferentes soportes sélidos para
mejorar la captura especifica del antigeno o anticuerpo. Entre ellos se encuentra una estructura
de hidrogel cilindrica (inmmuno-pilar),’> una estructura de fotopolimero 3D fabricada dentro de
un microcanal (inmuno-pared)!®!’ o el uso de nanoparticulas magnéticas (MNPs).1819 En
comparacion con el método convencional de placa de microtitulacién, estas alternativas han
demostrado proporcionar una deteccién mas rapida, facil y en ocasiones mas sensible con
deteccion optica: colorimetria, fluorescencia o quimioluminiscencia, segun la naturaleza de la
sefial. De igual manera se ha explorado el campo de separacién de plasma sanguineo on-chip®?!
haciendo uso de diferentes tipos de fuerzas, como las fuerzas eléctricas, magnéticas y acusticas??,
asi como técnicas de separacién utilizando fuerzas hidrodindmicas, modificando la geometria de

los microcanales y aprovechando efectos biofisicos a microescala.?*2® La mayoria de los trabajos

17

——
| —



INTRODUCCION
¢ 4

reportados en la literatura son capaces de alcanzar valores de eficiencia y pureza de separacion
de plasma altos, pero requieren una dilucidon de la muestra de sangre de hasta 100x. Pocos son
los trabajos que han logrado reportar la separacion de plasma de sangre total humana debido al
reto que implica realizar la separacién de mas de 5 millones de células por microlitro de sangre.?3
Trabajos en donde se realizan reacciones quimicas en flujo continuo en microescala para la
deteccion de marcadores metabdlicos como urea también han sido reportados,?’2° estos
microdispositivos aprovechan las caracteristicas de los liquidos al reducir el tamafio de las
tuberias a algunos cientos de micrémetros, como nimero de Reynolds menor a 102 (Re < 10?) lo
gue representa una situacién en la que el flujo es considerado esencialmente ordenado (flujo
laminar) y el mezclado de los reactivos para lograr la reaccién quimica se realiza Unicamente por
difusién, el tiempo de mezclado serd mayor cuanto mayor sea la longitud del canal, por lo que

este tiempo se ve disminuido al trabajar con canales pequefios.3°

En el presente trabajo se construyeron, caracterizaron y evaluaron cuatro diferentes
microdispositivos enfocados al diagndstico clinico. Cada uno de ellos se presenta en capitulos
independientes, pero estrechamente relacionados entre si. El Capitulo | contiene un breve marco
tedrico que abarca los conceptos mas relevantes relacionados a los microdispositivos y su uso en
el drea clinica. El Capitulo Il se enfoca en la deteccidn espectrofotométrica de anticuerpos contra
péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP), conocidos por ser biomarcadores especificos para el
diagnéstico de artritis reumatoide, por medio de un inmunoensayo indirecto en un
microdispositivo empleando como soporte sélido nanoparticulas magnéticas conjugadas con el
antigeno. En el Capitulo Il se describe la implementacion de un microdispositivo de PDMS con
disefio en espiral para la dilucidon en linea y separacion de plasma sanguineo. El Capitulo IV
muestra la deteccidn de H5-hemaglutinina del virus de la influenza aviar empleando una
estructura polimérica 3D dentro de un microcanal conocida como inmuno-pared, la cual sirve
como soporte solido para la realizacién de un inmunoensayo tipo sandwich con deteccién
fluorescente. Por ultimo, en el Capitulo V se presenta la deteccion espectrofotométrica de urea
en muestras de orina y plasma sanguineo por medio de la reaccion modificada de Berthelot
utilizando un microdispositivo para efectuar la reaccidén en linea y nanoparticulas magnéticas

conjugadas con la enzima ureasa inmovilizadas dentro del microcanal.
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HIPOTESIS

Es posible fabricar microdispositivos para la separaciéon de plasma sanguineo, la deteccion y
cuantificaciéon de diferentes biomarcadores utiles en el diagndéstico clinico optimizando tiempo
de analisis, recursos, costos, entre otros, en comparacién con técnicas tradicionales o con otros

trabajos reportados, pero con resultados equiparables.

OBJETIVO GLOBAL

Disefiar, construir, caracterizar y evaluar dispositivos de microfluidica para la separacién de
plasma sanguineo, la deteccion y cuantificacion de biomarcadores utiles en el diagndstico clinico

con la finalidad de demostrar su viabilidad como herramientas de analisis rutinarias.

Este objetivo global se alcanzard por medio del desarrollo de cuatro microdispositivos

distribuidos en capitulos independientes (Capitulo Il—V) cada uno con un objetivo general propio:

¢ Objetivo Capitulo Il: Disefiar, fabricar y evaluar microdispositivos de PDMS para la
deteccién y cuantificacidon espectrofotométrica de anticuerpos contra péptidos citrulinados
ciclicos (anti-CCP) en un control positivo de plasma humano empleando nanoparticulas

magnéticas conjugadas a un antigeno.

¢ Objetivo Capitulo llI: Disefar, fabricar y evaluar el funcionamiento de un microdispositivo
en espiral de PDMS para la dilucion en linea de sangre total y subsecuente separacién de

plasma con base en el efecto centrifugo y ley de la bifurcacién.

¢ Objetivo Capitulo IV: Construir un microdispositivo de inmuno-pared para la deteccidn
fluorescente y cuantificacion de H5-hemaglutinina del virus de la influenza aviar por medio

de un inmunoensayo tipo sandwich.

¢ Objetivo Capitulo V: Disefiar, fabricar y evaluar un microdispositivo de PDMS para la
cuantificacién en flujo continuo de urea en muestras humanas de orina y plasma empleando

nanoparticulas magnéticas conjugadas con ureasa como soporte sélido.
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* CAPITULO1I *

Marco tedrico

1.1 Microfluidica

La microfluidica es la ciencia y tecnologia de sistemas que procesa o manipula pequenas
cantidades de fluidos, empleando canales con dimensiones de tan sdlo algunas docenas de
micrémetros.! Un fluido se define como una sustancia que cambia su forma continuamente
siempre que esté sometida a un esfuerzo cortante, sin importar que tan pequefio sea.3! Si el fluido
es introducido dentro de una tuberia se moverd dentro de ella, este movimiento es conocido
como flujo, de tal forma que es posible conocer la velocidad de flujo (caudal) determinando el
volumen de fluido que pasa por un punto fijo por unidad de tiempo. El flujo resultante puede

clasificarse como laminar o turbulento:3?2

e El flujo laminar se describe como un flujo suave, que ocurre cuando un fluido se mueve en
capas o laminas paralelas deslizandose una capa sobre otra sin entremezclarse. Para un
flujo laminar en un tubo de didmetro uniforme, la velocidad de flujo mas rapida tiene lugar
en el centro de la corriente, mientras que la velocidad mas lenta se produce junto a las
paredes debido a las fuerzas de friccion (Figura 1-1(a)). Suele aparecer a caudales
relativamente bajos o viscosidades altas.

e El flujo turbulento se describe como rudo y desordenado, se desplaza de manera erratica
con un intercambio de movimiento violento. Se mueve desordenadamente formando
pequefios remolinos aperiodicos (Figura 1-1(b)). Aparece a caudales altos o por la presencia

de obstaculos abruptos en el movimiento del fluido.

Direccion del flujo Direccion del flujo
——

— — — = ——
(@) —> —» —» —— (b) %}3%0(::::

Figura 1-1. llustracion que representa las principales caracteristicas del (a) flujo laminar y (b) flujo turbulento.
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Es importante enfatizar que la mecanica de los fluidos difiere al trabajar en microescala en
comparacién con su contraparte en macroescala. Cuando un sistema es reducido en tamafio su
relaciéon superficie/volumen aumenta, mejorando la transferencia de masa y dando como
resultado el predominio de los efectos de superficie. Por lo tanto, al trabajar a longitudes
microscopicas, los efectos de las fuerzas superficiales como las fuerzas viscosas,
electrostaticas/electrodinamicas o de tensién superficial, que no son tan importantes en escala

macroscdpica, juegan un papel decisivo y dominante.3334

Para juzgar la importancia relativa de las diferentes fuerzas/interacciones en microfluidica,
diferentes nimeros adimensionales son empleados. Estos nimeros son indicativos de la fuerza
relativa de las diversas fuerzas que actuan sobre el sistema. Uno de los mas empleados es el
numero de Reynolds (Re), que relaciona las fuerzas de inercia y las fuerzas viscosas y ayuda a
predecir el tipo de flujo conociendo cuatro variables: la densidad del fluido (p), su viscosidad (),
el diametro de la tuberia (D) y la velocidad promedio del flujo (v) acorde con la Ecuacién 1-1.
Para aplicaciones practicas del flujo en tuberias, si Re < 2000, el flujo sera laminar. Por el
contrario, si Re = 4000, el flujo sera turbulento. En el intervalo de valores de Re entre 2000 y
4000 es imposible predecir qué flujo existe; por lo tanto, se le denomina regién critica. En la
mayoria de los casos, cuando se trabaja con microfluidos, Re es tipicamente menor a 10, por lo
qgue las fuerzas viscosas juegan un papel importante en dictar las caracteristicas del flujo del

fluido.333

Dvp
Re = - Ecuacién 1-1

1.2 Microdispositivos

Una la aplicacién de la microfluidica son los microsistemas de analisis total (UTAS), mejor
conocidos hoy en dia como microdispositivos, dispositivos de microfluidica o microchips, cuyo
principal objetivo es implementar y automatizar protocolos de laboratorio tradicionales para
conducir al analisis quimico y bioguimico miniaturizado. Estos microdispositivos tienen la ventaja
de integrar pasos multiples, procesar un mayor nimero de analisis en funcién del tiempo,
emplear volimenes pequefios de muestras y reactivos, generar pocos residuos, lo que conduce
inevitablemente a una disminucion de costos, ademas de brindar un laboratorio “portatil” (lab-
on-a-chip (LOC)) buscando una minima manipulacién por parte del usuario.3®3” En la Figura 1-2

se ejemplifica de manera conceptual la funcién de los dispositivos de microfluidica.
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Los componentes requeridos para la implementacién de un sistema de microfluidica deben ser
tales que permitan realizar funciones estandar de laboratorio como el tratamiento y preparaciéon
de la muestra, la correcta mezcla y reacciéon entre la muestra y los reactivos, procesos de
separacion (de ser requeridos) y el acoplamiento con un sistema de deteccién del analito de
interés. Con este fin, es posible incorporar diferentes componentes funcionales dentro de un solo
microchip con base en los requerimientos del ensayo y la aplicacidn final.3® De manera general
los microdispositivos cuentan con: (1) un inyector que ayuda a la entrada de la muestra y reactivos
controlando el caudal de entrada, dentro de los mas empleados se encuentran bombas de jeringa
y micropipetas; (2) un reactor donde se realiza, mantiene y controla la formacién del producto de
reaccion, puede ser equipado con calentadores para un control térmico y la longitud del
microcanal puede ser tan larga o corta como se requiera; (3) debido al bajo nimero de Reynolds
dentro de los microcanales, en ocasiones es necesaria la adicion de un mezclador, el cual debe
cumplir la funcién de generar turbulencia para un mejor y mas rapido mezclado de los fluidos,
dentro de los mezcladores puede encontrarse el cambio de la velocidad del flujo por medio de la
generaciéon de remolinos y voértices al modificar la forma de los microcanales; y (4) un detector
para la transduccién de una sefial fisica del analito a una sefial eléctrica util para el andlisis, hoy
en dia existen muchos métodos de detecciéon acoplados a microdispositivos incluyendo dépticos,

electroquimicos, fluorescentes, etc.®

Debido a las multiples ventajas y el gran potencial de los microdispositivos, su desarrollo y
aplicacion ha crecido de manera exponencial en las ultimas décadas. Trabajos reportados con
fines analiticos aplicados en quimica, bioquimica y ciencias en general pueden consultarse,*%41

apreciandose todos los beneficios que la microfluidica ofrece.

Figura 1-2. Imagen conceptual de la funcion de un dispositivo lab-on-a-chip (LOC).
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1.2.1 Métodos de microfabricacion

Las técnicas de fabricacion de dispositivos a microescala son diversas y amplias, las primeras
técnicas empleadas se desarrollaron para aplicaciones en la industria de los semiconductores v,
en consecuencia, no son especificas para aplicaciones biolégicas o médicas. Sin embargo, la
microfabricacion ha ofrecido una serie de posibilidades para el disefio de dispositivos sintéticos
para el estudio de procesos quimicos, bioldgicos vy fisicos a escala celular y molecular. Durante el
proceso de microfabricacién diversas técnicas son utilizadas de forma secuencial para producir la
estructura deseada por medio de métodos de micromecanizado a granel y/o de superficie. El
micromecanizado a granel define las estructuras grabando selectivamente el interior de un
sustrato, mientras que el micromecanizado de superficie utiliza una sucesién de deposicion de
pelicula delgada y grabado selectivo. Asi, mientras que el micromecanizado de superficie crea
estructuras sobre un sustrato, micromecanizado a granel produce estructuras dentro de un
mismo sustrato. En la mayoria de los casos, se utiliza una combinacién de ambas técnicas para la

fabricacion del sistema deseado.

Las técnicas de microfabricacion mds importantes son fotolitografia, litografia suave,
deposicion de pelicula, grabado y union. De manera general, la fotolitografia es utilizada para
transferir un disefio generado por el usuario a un material mediante la exposicién selectiva de un
polimero sensible a la luz. La litografia suave por moldeo de réplica se basa en la generacién y
utilizacidon del molde de una microestructura a partir de un polimero como PDMS. La deposicidon
de pelicula consiste en la formacidn de peliculas de aproximadamente un micrén de espesor en
la superficie de un sustrato. El grabado elimina selectivamente materiales de la superficie del
microdispositivo mediante procesos quimicos o fisicos. Por ultimo, la técnica de unién, como su
nombre lo indica, adhiere sustratos con o sin el uso de capas intermedias.*? En la siguientes
secciones se discutirdn a detalle las técnicas de fotolitografia y litografia suave por moldeo de

réplica.

1.2.1.1 Fotolitografia
El proceso fotolitografico consta de una serie de pasos en los que se genera un patrén deseado
en la superficie de un sustrato mediante la exposicion de regiones de un material sensible a la luz
ultravioleta (UV). La Figura 1-3 muestra un esquema con los principales pasos seguidos durante
el proceso de fotolitografia, éste debe realizarse dentro de un cuarto limpio. Primero, un sustrato
(silicio o vidrio) se recubre con una capa de una fotoresina o polimero sensible a la luz. Encima de

este sustrato recubierto, se coloca una mdscara que contiene el patrén deseado en una region

23

——
| —



CAPITULO I. Marco tedrico
¢ *

opaca, ésta debe estar hecha de vidrio u otro material transparente a la regién UV. Una vez
colocada la mdscara, se irradia con luz UV para exponer las secciones de la fotoresina no cubiertas
por las regiones opacas de la fotomdscara. Dependiendo del tipo de fotorresina utilizada, ésta
sufrird una de dos posibles transformaciones tras la exposicién a la luz. Cuando la luz ilumina una
fotoresina positiva, los enlaces de las cadenas poliméricas de las regiones expuestas se rompeny
se vuelven mas solubles y faciles de retirar al utilizar algun disolvente orgdnico (solucién de
revelado). Por el contrario, cuando se emplea una fotoresina negativa, la exposicién a la luz causa
la reticulacion entre las cadenas poliméricas de la resina, fortaleciéndola y volviéndola insoluble
en la solucién de revelado, de esta manera, sélo las zonas no expuestas a la luz seran removidas.
Después del proceso de relevado, en donde la fotoresina no polimerizada es removida
generalmente por medio de la sonicacidn con algun disolvente organico, se obtiene el diseiio del

patrdn sobre el sustrato, concluyendo asi el proceso fotolitografico.#>43
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Figura 1-3. Esquema del proceso de fotolitografia. Se emplea un sustrato recubierto con una resina fotosensible y
una mdscara con regiones opacas en el patrén deseado que es expuesto a luz UV. Dependiendo del tipo de fotoresina
utilizada, ésta se volvera mas soluble (fotoresina positiva) o reticulada (fotoresina negativa) después de la exposicion
a la luz ultravioleta, generando asi el patrén deseado después del proceso de revelado.*?

Una de las fotoresinas mas utilizadas es SU-8, comercializada por MicroChem Corporation
(Newton, MA, USA). Esta fotoresina negativa se reticula tras la exposicidén a energia UV en el rango
de 350 a 400 nm, y se puede revelar con varios disolventes como acetato de monoéter de
propilenglicol o acetato de etilo. Una de sus principales ventajas es que permite la generacién de

estructuras altas, de mas de 1000 um de altura, ademas de ofrecer gran resolucién.?3
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1.2.1.2 Litografia suave: moldeo de réplica
La litografia suave es un método utilizado para transferir un patrén a una superficie. Una de
las técnicas de la litografia suave mas empleadas para la construccién de microdispositivos es el
moldeo de réplica o replica molding (REM), en este caso, se obtiene la réplica de una
microestructura a través de la adicién de un pre-polimero de un elastémero, como PDMS, sobre
un molde o “master” reutilizable (fabricado mediante otras técnicas de microfabricacion como la
fotolitografia) que al ser reticulado y despegado del molde toma su forma, como se ejemplifica

en la Figura 1-4.42

El proceso de reticulacion puede llevarse a temperatura ambiente, pero suele acelerarse
térmicamente empleando temperaturas entre 40y 120 °C.* Posterior a la fabricacion de la réplica,
se requiere de un proceso de sellado para formar una estructura cerrada del microcanal
construido. Por ejemplo, para formar un sellado permanente con PDMS, se emplea la oxidacion
por plasma de superficies; el tratamiento con plasma elimina los grupos metilo (Si—CHs) sobre la
superficie del PDMS e introduce al grupo hidrofilico silanol (Si—OH), que posteriormente forma
fuertes enlaces covalentes (Si—0-Si) cuando se junta con otra pelicula de PDMS u otros materiales

como vidrio, silicio, polietileno, poliestireno, carbono vitreo, entre otros.*

La principal ventaja del proceso REM es que, una vez que se tiene el molde, ninguno de los
otros pasos requiere manipulacién en cuarto limpio. Como resultado, es una técnica menos
costosa que proporciona una gran resolucién a través de un proceso mas simple logrando realizar

gran nimero de réplicas en poco tiempo.*?43

iPatrén rabado §ois
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l Adicion de PDMS sobre el molde ‘ Suparfici,de seliado

(PDMS o vidrio)

PDMS Tratamiento con
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l PDMS curado y retirado PDMS Sellado de los
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S — — — Transferencia

'+' del patrén

Figura 1-4. Ilustracién esquematica del procedimiento de litografia suave por moldeo. (a) Fabricacién de réplicas de
PDMS a partir de un molde construido por fotolitografia que tiene estructuras en relieve en su superficie.* (b) Ejemplo
del sellado de los microcanales empleando tratamiento de plasma.
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1.2.2 Materiales de fabricacion

Cuando se trabaja a microescala, las propiedades de superficie del material con que esta
construido el dispositivo se ven extremadamente amplificadas, lo que puede conducir a la
realizacion de funciones Unicas dentro del microdispositivo o guiar a problemas que
probablemente no se presentarian a macroescala. Asi, la eleccidn del material determina en gran
parte la funcién del microdispositivo.> Otro aspecto que considerar es el costo del material, ya
gue este juega un papel importante si lo que se desea es una produccién del microdispositivo a
gran escala, ya que, para una misma area de material y transparencia dptica, un sustrato de vidrio
puede costar de 10 a 100 veces mas que un sustrato de polimero. Ademas del costo, existe una
amplia gama de polimeros con diferente quimica de superficie. Por lo tanto, la eleccién del
material se puede adaptar a la aplicaciéon buscada.®® En las ultimas dos décadas, diversos
materiales han sido introducidos, estos pueden dividirse de manera general en materiales
inorganicos, plésticos y elastdmeros, hidrogeles, y papel.® En la Figura 1-5 se muestra un ejemplo

de microdispositivos construidos con diferentes materiales.

Figura 1-5. Ejemplo de microdispositivos construidos empleando (a) vidrio,** (b) elastémero PDMS,*® y (c) papel.*’

1.2.2.1 Vidrio y silice
La primera generacién de microdispositivos se fabric6 empleando materiales inorganicos

como silice o vidrio.*® El vidrio es Opticamente transparente, no permeable a gases y
eléctricamente aislante; los canales de vidrio grabado tienen paredes laterales redondeadas, a
menos que se utilicen técnicas especiales de grabado.*® Por el contrario, la silice es opaca y las
paredes de los canales verticales se crean en silicio cristalino. Debido a su compatibilidad con
disolventes orgdnicos, termoestabilidad, termoconductividad, facilidad para depositar metales y
movilidad electroosmética estable, los microdispositivos de silice y vidrio son ampliamente
empleados en la aplicacion de electroforesis capilar.>® Otras aplicaciones importantes incluyen
reacciones quimicas y sintesis de materiales micro y nanoestructurados.”*>? Sin embargo, su
principal desventaja es su elevado costo de fabricacidn y su baja compatibilidad con aplicaciones

biolégicas como cultivo celular.”
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1.2.2.2 Polimeros: polidimetilsiloxano (PDMS)

Los microdispositivos a base de polimeros fueron introducidos muchos anos después de los
dispositivos de silice/vidrio. En comparacidén con los materiales inorganicos, existen una amplia
variedad de polimeros haciéndolos de facil acceso y mds econdmicos vy, por lo tanto, se han
convertido en los materiales mas utilizados. De acuerdo con sus propiedades fisicas, los polimeros
se pueden clasificar en tres grupos: elastdmeros, termoestables y termoplasticos.® Los materiales
elastoméricos tienen cadenas poliméricas débilmente reticuladas. Estas cadenas de polimero se
pueden estirar bajo tensién externa, pero recuperan su estado original si se elimina la tension.
Los elastdmeros son utilizados para realizar el proceso de litografia suave por moldeo de réplica,
debido a que poseen un adecuado contacto con la superficie y pueden ser facilmente removidos
de las superficies rigidas y complejas que moldean debido a su elasticidad. El elastémero mas
popular dentro de la microfabricacidon es el PDMS, cuyas propiedades se describen a detalle en la
siguiente seccion.**® A diferencia de los elastdmeros, los termoestables tienen fuertes cadenas
de polimeros reticulados, son materiales duros pero quebradizos, estables a altas temperaturas,
resistentes a la mayoria de los disolventes organicos y Opticamente transparentes; los
termoestables mas empleados son la fotoresina SU-8 y la poliimida. Por ultimo, los materiales
termoplasticos constan de cadenas poliméricas débilmente unidas, estos materiales se ablandan
y procesan a temperaturas entre el punto de transicién vitrea y el punto de descomposicion,
ademas, una vez curados pueden volver a remodelarse multiples veces calentandolos, otorgando
una gran ventaja durante el proceso de microfabricacién. Dentro de los termoplasticos tipicos
para microdispositivos se encuentran el polimetilmetacrilato (PMMA), el policarbonato (PC), el
poliestireno (PS), el tereftalato de polietileno (PET), el cloruro de polivinilo (PVC) y el copolimero
de olefina ciclica (COC).>38 La mayor ventaja de los microdispositivos construidos con polimeros

es su elevada biocompatibilidad para aplicaciones bioquimicas.

El elastdémero con mayor uso para la fabricacion de microdispositivos por litografia suave por
moldeo de réplica es el polidimetilsiloxano, mejor conocido como PDMS, un polimero lineal
perteneciente a la familia de las siliconas de férmula CH3[Si(CH3)20]aSi(CH3)3, en donde n
corresponde al nimero de unidades monoméricas de [Si(CH3),0], como se muestra en la Figura
1-6. Uno de los elastémeros de PDMS comercialmente disponible es Sylgard™ 184 de Dow
Corning. Este consiste en un kit que contiene dos partes: una base de silicona liquida (PDMS
terminado en vinilo) y un catalizador o agente de curado (un complejo de platino y copolimeros
de metilhidrosiloxano y dimetilsiloxano). La mezcla entre la base y el catalizador se vierte sobre

el molde para realizar el proceso de litografia suave por moldeo de réplica; para remover las
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burbujas presentes en el PDMS en estado liquido, el molde es sometido a una cdmara de vacio.
Posteriormente el PDMS se cura a temperatura ambiente (aproximadamente 2 dias) o bajo una
temperatura entre 40 — 120 °C (un par de horas). Asi, La mezcla liquida se convierte en un
elastémero soélido reticulado mediante la reaccion de hidrosililacién entre los grupos vinilo (SiCH

= CH>) y los grupos hidrosilano (SiH).*>3

HaC HzC CHs CHs
O \ 57
0] @]

H,;C CHs
L dn

Figura 1-6. Estructura quimica del elastomero de polidimetilsiloxano (PDMS), en donde n corresponde al nimero de
unidades monoméricas de [SiO(CH3)2].

Varias caracteristicas hacen del PDMS un material llamativo para la fabricacién de
microdispositivos relacionados a la investigacion en cultivo celular y ensayos bioquimicos, algunas
de estas propiedades son: facilidad de manejo y fabricacion, su baja tensidn superficial facilita el
desmontaje de moldes con patrones complejos después de ser curado, ademds de que los
microcanales de los microdispositivos de PDMS pueden ser sellados reversiblemente a vidrio u
otra pieza de PDMS por simple contacto entre ellos, o bien, irreversiblemente a través de la
oxidacion de la superficie del PDMS con plasma o usando una capa delgada de PDMS como
pegamento, es quimicamente inerte, biocompatible, elastico, transparente en las regiones del
ultravioleta y visible, permeable a gases (lo que lo hace un material para el cultivo celular), posee
buena estabilidad térmica, baja polaridad (compatible con disolventes polares y reacciones en
medio acuoso), y su costo de fabricacidn es relativamente bajo en comparacién con el de otro

tipo de materiales como vidrio.

A pesar de las multiples ventajas que el PDMS ofrece, es claro que no se trata de un material
universal. Debido a su elevada hidrofobicidad, puede provocar la formacién de burbujas dentro
de microcanales que contienen soluciones acuosas vy dificultar el llenado de reservorios, ademas
se hincha en contacto con disolventes orgdnicos y puede adsorber pequefias moléculas
hidrofébicas.>>>* Con el objetivo de modificar la superficie inerte de PDMS se han desarrollado
diversos métodos, siendo el mas usado el tratamiento con plasma. El plasma estd compuesto por

oxigeno ionizado a alta energia y se implementa para cambiar la polaridad de la superficie de
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PDMS de hidrofébica a hidrofilica a través de su oxidacion, asi, los grupos metilo (—CHs) son
transformados a grupos silanol (Si—OH); la naturaleza hidrofilica obtenida posee baja estabilidad,
manteniéndose por menos de tres horas en presencia de soluciones acuosas o disolventes polares,
sin embargo, la superficie de PDMS puede modificarse permanentemente mediante el proceso
de silanizacién. Este consiste en un recubrimiento covalente eficaz para modificar la superficie
del PDMS una vez que se encuentra activa con grupos Si—OH por medio del uso de agentes de
acoplamiento de silano, los cuales reaccionan facilmente con la superficie hidroxilada
introduciendo grupos activos como aminas o carboxilos. Entre los agentes de acoplamiento de

silano mas empleados se encuentra el (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES).>®

1.2.2.3 Hidrogeles

Los hidrogeles son geles poliméricos hidrofilicos formados por una red tridimensional que
tiene la capacidad de absorber una gran cantidad de agua, hinchandose y aumentando
considerablemente su volumen sin perder su forma, mas del 99 % de su contenido puede ser
agua, son muy porosos con tamafnos de poro controlables, lo que permite que pequefias
moléculas o incluso bioparticulas se difundan a través de él. Este material se ha utilizado
ampliamente en el campo de la investigacion biomédica debido a su caracteristica favorable para
ser utilizados como vehiculos de liberacidn controlable.”® Asi, construyendo microcanales con
hidrogeles se puede logar el suministro de soluciones, células y otras sustancias; valvulas,
sensores de flujo, reguladores de pH, bombas, mezcladores, sistemas de administracién de
farmacos y dispositivos de refrigeracién fluidica son otras de las funciones de los hidrogeles.>”
Debido a la combinacién de su naturaleza acuosa, alta permeabilidad y biocompatibilidad, los
hidrogeles son perfectos para cultivo celular 3D. Algunos ejemplos de hidrogeles empleados son
Matrigel y coldgeno de origen animal, aliginato y agarosa de origen vegetal, asi como

polietilenglicol (PEG) y poliacrilamida (PAM) de origen sintético.’

1.2.2.4 Papel
Los dispositivos de microfluidica construidos en papel poseen un alto potencial para ser
empleados en analisis portdtiles a un muy bajo costo. El papel, una matriz altamente porosa
hecha de celulosa, es excelente para la absorcion de liquidos. Para la formacion de microcanales
determinadas areas del papel son modificadas hidrofobamente, asi, la soluciéon acuosa aplicada
sobre el papel serd guiada con precision a través de la region hidréfila por efecto capilar. La
fabricacion de microdispositivos de papel es relativamente simple, de manera general, cualquier

método que genere un patréon hidrofébico sobre el papel es factible, como es el caso de la
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fotolitografia o métodos de impresion con cera o cortado.”® Los microdispositivos de papel
presentan multiples ventajas: no requieren de bombas o componentes externos ya que el
microcanal actia como una bomba dosificadora pasiva, los canales se pueden usar para
almacenar reactivos simplemente secando el drea empapada, ademas el papel es uno de los
materiales mds baratos para fabricacién. Sin embargo, los métodos de deteccidn en este tipo de
dispositivos son relativamente limitados y presentan baja sensibilidad; dentro de las estrategias
de deteccién se encuentra la colorimetria, luminiscencia y deteccidn electroquimica, siendo la
colorimetria la mas empleada debido a su simplicidad por medio de la captura de imagenes en

la zona de deteccidén.?

1.3 Microdispositivos para diagnodstico clinico

Debido a las multiples ventajas que ofrecen, los microdispositivos se han convertido en
plataformas cada vez mas atractivas para aplicaciones en el area de diagnéstico clinico, ya que no
solo disminuyen drasticamente el volumen requerido para el ensayo, sino que también aceleran
el procesamiento y lectura de muestras.’ La creciente necesidad de llevar diagndsticos adecuados
y oportunos a paises/comunidades con niveles de pobreza extrema, asi como brindar
tratamientos oportunos a enfermedades, son algunas de las razones por las que se ha
potencializado el uso de sistemas microfluidicos para crear dispositivos portatiles de diagndstico,
también conocidos como dispositivos de diagndstico point-of-care (POC);° centralizando
esfuerzos e invirtiendo recursos para el desarrollo y la evaluacién de nuevos sustratos, técnicas
de microfabricacién y métodos de deteccidn para lograr la creacion de dispositivos POC portatiles,

robustos y asequibles.111259

1.3.1 Inmunoensayos en microdispositivos

Un inmunoensayo es una valiosa técnica analitica basada en el reconocimiento molecular
entre un anticuerpo (Ab) y un antigeno (Ag), dando como resultado la formacidon de un
inmunocomplejo. Los anticuerpos son un tipo de proteinas denominadas inmunoglobulinas
producidas en animales y en el cuerpo humano como una respuesta inmunoldgica a la presencia
de sustancias ajenas o extrafias al organismo mejor conocidas como antigenos. Cada anticuerpo
tiene una estructura Unica que es capaz de reconocer un antigeno en especifico con una alta
especificidad y afinidad a través de un mecanismo de llave-cerradura, es decir, poseen una
estructura complementaria (Figura 1-7). Los inmunoensayos pueden emplearse para detectar
tanto anticuerpos como antigenos, aprovechando la sensibilidad y especificidad de la interaccion

del inmunocomplejo formada Ag—Ab. Por lo tanto, han sido ampliamente utilizados para la
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cuantificaciéon de moléculas diana (target) en gran variedad de aplicaciones como lo es:
diagnodstico clinico, protedmica, analisis farmacéutico, pruebas ambientales, seguridad

alimentaria e investigaciones cientificas basicas. 3140

Antigenos (Ags)

% Unidn especifica con Ag

9, Sitio de unibnaAg 2

%

| Formacion del inmunocomplejo
Anticuerpo (Ab) (Ag—ADb)

Figura 1-7. Esquema representativo de un modelo llave-cerradura para la unién de un anticuerpo (Ab) a un antigeno
(Ag) especifico durante un inmunoensayo formando un inmunocomplejo (Ag—Ab).

Para llevar a cabo la deteccion del analito, los inmunoensayos requieren del uso de un
anticuerpo o antigeno marcado (Ab* o Ag*), este marcaje suele realizarse empleando enzimas
gue provocan un cambio en el color de la solucién o un marcador fluorescente. De acuerdo con
el método de medicidn, los inmunoensayos se clasifican en competitivos y no competitivos. En el
formato competitivo, un antigeno (analito) compite con un antigeno marcado (Ag*) por un
numero limitado de sitios de unién a un anticuerpo, de tal forma que al aumentar la cantidad de
antigenos no marcados en la muestra, la cantidad de Ags* unidos a los anticuerpos disminuye, lo
que da como resultado una disminucién en la sefial al detectar la unién Ag*—Ab, por lo que, en
un inmunoensayo competitivo, la concentracién del antigeno marcado Ag* es inversamente
proporcional a la concentracién del analito (Ag) (Figura 1-8(a)). Mientras que, en un
inmunoensayo no competitivo, los antigenos son conjugados con una cantidad en exceso de
anticuerpos marcados (Ab*) para formar un complejo Ag—Ab*, aqui, la sefial analitica es
directamente proporcional a la cantidad de antigenos presentes en la muestra (Figura 1-8(b)).14
Otra clasificacidén de los inmunoensayos se realiza con base en el medio en donde se lleva a cabo
la medicion, dividiéndose en homogéneos y heterogéneos. En un inmunoensayo homogéneo, la
medicion de la sefial analitica generada por la formacién del inmunocomplejo se realiza

directamente en el mismo medio en donde la uniéon de Ag—Ab se llevé a cabo. Por su parte,
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cuando se realiza un inmunoensayo heterogéneo, los anticuerpos o antigenos son inmovilizados
sobre un soporte sélido en donde ocurre la formacién del complejo, en este tipo de ensayo la
sefial generada se mide en un medio diferente al utilizado para la unién del inmunocomplejo, lo

que implica una etapa intermedia de lavado para eliminar interferencias.**

g* Ag—Ab Ag*—Ab
(a) % +<]D+*GD —>G% +*G%
..........
) Ag e

Figura 1-8. Representacion de un inmunoensayo (a) competitivo y (b) no competitivo, en donde se cuantifica al
analito Ag empleando anticuerpos o antigenos marcados (Ab* o Ag*).

Dentro de los inmunoensayos, aquellos que emplean un marcador enzimatico que se conjuga
covalentemente con un ligando son de los mas utilizados. Este ligando puede ser un antigeno, un
anticuerpo especifico para el antigeno o un anticuerpo para el anticuerpo primario. A este tipo
de ensayo se le da el nombre de “ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas” mejor conocido
como ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Casi todas estas
pruebas son ensayos en fase sélida en donde se adsorbe un antigeno o anticuerpo sobre un
soporte sélido; existen muchas variaciones de este método, pero en todas ellas se requiere de un
paso de lavado para eliminar el conjugado enzimatico libre antes de proceder a determinar la
cantidad de conjugado enzimatico enlazado, asi como la adicidén de un sustrato enzimatico para
medir la reaccién catalitica entre la enzima y el sustrato.®! Los tipos de ELISA m&s comunes se

muestran en la Figura 1-9, entre ellos se encuentran:

(a) ELISA directo: es el ensayo mas sencillo y rapido de todos, en donde un anticuerpo primario
marcado con una enzima se une directamente al antigeno de interés permitiendo su
deteccidn después de la adicidn de un sustrato.

(b) ELISA indirecto: es parecido al ensayo ELISA directo, pero este requiere de un paso extra,

amplificando asi la sefial obtenida. En este caso se emplean dos anticuerpos, uno primario
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y otro secundario, éste ultimo se encuentra marcado con una enzima que reacciona con el
sustrato adicionado.

(c) ELISA tipo sandwich: en este ensayo el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos,
uno de captura y otro de deteccién (Ab primario), conocidos como pares de anticuerpos,
los cuales se unen en diferentes sitios a un mismo antigeno. Posteriormente, se afade un

anticuerpo secundario marcado con una enzima que se une al anticuerpo de deteccion.

Sustrato
® 6 e
Sustrato  Ab secundario "

® 6 \\l(, conjugado/ A\

Sustrato Ab secundario

‘w, conjugado /' \\ Ab primario
Ab primario /r,\
conjugado /) Ab primario \ /
Ag. Ac @D Ab de captura

(@) (b) (c)

Figura 1-9. Tipos de pruebas ELISA mas utilizadas. (a) ELISA directo, (b) ELISA indirecto, y (c) ELISA tipo sandwich. En
donde E representa a una enzima conjugada, Ab un anticuerpo y Ag un antigeno.

De manera general, los inmunoensayos requieren de una serie de pasos de lavado, mezclado
e incubacion, que suelen ser laboriosos y consumir bastante tiempo, tomando algunas horas para
su realizacidn, estos se realizan empleando microplacas de titulacidn los cuales poseen multiples
pocillos en donde se lleva a cabo la reaccién. La mayoria del tiempo requerido para efectuar un
inmunoensayo se debe a los largos tiempos de incubacion atribuidos a la ineficiencia en el
transporte de masa de los reactivos de la solucidon hasta la superficie en donde ocurre la
conjugacion.?? Considerando que los reactivos requeridos para un inmunoensayo son
relativamente caros, su consumo puede disminuirse en gran medida si se trabaja con sistemas
microfluidicos. Los microdispositivos no sélo disminuyen el consumo de reactivos o muestra, sino
también simplifican el procedimiento reduciendo el tiempo de ensayo y mejorando la eficiencia
de la reaccién. Debido a sus multiples ventajas, en los afios recientes se han reportado extensas
investigaciones empleando microdispositivos para el desarrollo de inmunoensayos tanto del tipo
homogéneo como heterogéneo con diferentes métodos de deteccidon.'* Los inmunoensayos
heterogéneos son los mas empleados, en donde uno de los pasos primordiales es Ia
inmovilizacion del antigeno o anticuerpo sobre el mismo microcanal o empleando algln soporte

solido, los cuales seran discutidos a detalle en la siguiente seccion.
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Algunos de los trabajos reportados para la implementacién de inmunoensayos en
microdispositivos incluyen la cuantificacion de farmacos,%%63%4 cuantificacion de proteinas en
general,%>% hormonas,®” biomarcadores,” %870 toxinas en matrices alimenticias,'>’! entre otra
gran variedad de aplicaciones. Hoy en dia, pueden consultarse diferentes articulos de revision
que incluyen algunos de los trabajos mds representativos en esta drea.'3'%7273 De manera general,
estos trabajos han demostrado que los inmunoensayos en microdispositivos poseen al menos
tres ventajas sobre los métodos convencionales de deteccidon: (1) incrementan la relacion area
superficial/volumen acelerando asi la velocidad de conjugacion anticuerpo-antigeno; (2) menores
dimensiones reducen el consumo de reactivos costosos y el precio de las muestras; y (3) un
manejo automdtico o semiautomatico del fluido puede mejorar la reproducibilidad vy
rendimiento.”? En la Figura 1-10 se muestra un ejemplo de un microdispositivo empleado para la
realizaciéon de un inmunoensayo homogéneo para la cuantificacion del farmaco teofilina en

muestras de sangre total.

oJ A
i 1200 ym Profundidad:50 pm
TT T ! !
i [ i ! !
L foowmd b a
11| |
oy W i
" 100 pm Camara de reaccion
\\
—
Material del microdispositivo: ™, Microcanal

parte superior PDMS
parte inferior vidrio

Figura 1-10. Ejemplificacion del disefio de un microdispositivo de PDMS vy vidrio para la realizacion de un
inmunoensayo homogéneo para la deteccidn de teofilina.®?

1.3.1.1 Inmovilizaciéon en inmunoensayos heterogéneos

La inmovilizacién del antigeno o anticuerpo es el paso primordial para la realizacién de un
inmunoensayo heterogéneo, ya que influye directamente sobre la especificidad y sensibilidad del
método. De manera general, los inmunoensayos heterogéneos en microdispositivos pueden
clasificarse en dos grupos: (1) los que estan basados en la modificacion de la superficie del
microcanal para la posterior inmovilizacion de las proteinas y (2) los que emplean la
inmovilizacion sobre microesferas o algun otro tipo de soporte sélido. El procedimiento para la
inmovilizacion sobre la superficie del microcanal requiere de pasos adicionales durante el proceso
de microfabricacién y puede conducir a una reproducibilidad y repetibilidad baja. En cambio, la

inmovilizacion empleando microesferas o algin otro tipo de soporte sélidos puede efectuarse
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fuera del microdispositivo y esto ofrece significativamente una mayor area de superficie para la
inmovilizacién, mejorando asi el funcionamiento del inmunoensayo por la aceleracién de la
cinética de reaccidn.”*”> Los soportes sélidos, pueden clasificarse en no magnéticos y magnéticos,

los cuales seran descritos a detalle en las siguientes secciones.

1.3.1.1.1 Soportes sélidos no magnéticos
Dentro de los soportes sélidos no magnéticos los materiales mas empleados son microesferas
de poliestireno (PS) y vidrio debido a sus caracteristicas ampliamente estudiadas y conocidas;
generalmente estas microesferas son funcionalizadas con estreptavidina para después poder ser
conjugadas con un anticuerpo o antigeno biotinilado por medio de la interaccién estreptavidina-
biotina. Ademas, la mayoria de estas microesferas no magnéticas requieren de la fabricacién de
microestructuras para lograr la retencidn de éstas dentro de los microcanales para la realizacién

de la inmunoreacciéon.’®’’

Otros soportes sélidos no magnéticos son los inmuno-pilares, reportados en el afio 2010 por
Ikami et al.,’® estos consisten de una estructura de hidrogel en forma de pilares fabricada dentro
del microcanal, este pilar contiene inmovilizados anticuerpos sobre microesferas de poliestireno
de 1 mm de didmetro para la deteccion de tres diferentes biomarcadores: proteina-C reactiva
(CRP), a-fetoproteina (AFP) y antigeno prostatico especifico (PSA) (Figura 1-11(a)). Una variacion
de este soporte sélido son los microdispositivos de inmuno-pared (Kasama et al.’®), en ellos el
hidrogel, que contiene anticuerpos inmovilizados en microesferas de poliestireno, se extiende
como una estructura larga y delgada dentro del microcanal (Figura 1-11(b)). En contraste con los
inmuno-pilares, la inmuno-pared ofrece un lavado mas eficiente de reactivos y anticuerpos
marcados no enlazados, ademdas de un método de deteccidon mds rapido.”®> Otra modificacidn
propuesta para mejorar las inmuno-paredes es su fabricacion por medio de un polimero
fotosensible soluble en agua, BIOSURFINE®-AWP (Toyo Gosei Co., Ltd.). Para su construccién,
estreptavidina en solucidon amortiguadora de fosfatos (10 mg/mL) se mezcla en una relacion 1:1
con BIOSURFINE®-AWP en un microtubo. La mezcla se introduce al microcanal y se irradia durante
5 s con luz UV (320 nm, 20 mW) a través de una fotomdscara que cubre el microcanal. De esta
forma el polimero se reticula al mismo tiempo que se inmovilizan moléculas de estreptavidina.
Después de la exposicion a luz UV, el polimero sin curar se succiona con un aspirador y el
microcanal es lavado, formdndose asi la inmuno-pared en el centro del microcanal (Figura 1-12).
Este tipo de inmuno-pared inmoviliza anticuerpos biotinilados, tan sélo basta con introducir al

microcanal al anticuerpo e incubarlo a temperatura ambiente durante 60 min.”>’° Una aplicacién
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de este tipo de soporte sélido fue reportada por Nishiyama et al.,'” en donde se emplea un
inmunoensayo heterogéneo tipo sandwich con deteccion fluorescente para la cuantificacion de

proteina-C reactiva, un biomarcador de inflamacién en el cuerpo humano.

a b ) L
(a) _ 200um (b) . Py
1 mm *} 0‘ 9 Anticuerpos inmovilizados ..
(‘ . OP—O :'5. Inmuno-pared . en esferas dePS |
Y} o3 @ 09 2 ./Ci}llioso.r:;(t)o um \
®:crp P gz " Inmuno-pilar S N
&3
@: AFP o
3

@:pPsA D “1450um
Anticuerpos inmovilizados Microdispositivo 1 mm N’

en esferas de PS -

Figura 1-11. Representacion de dos diferentes soportes sélidos no magnéticos: (a) Inmuno-pilar para la deteccién de
proteina-C reactiva (CRP), a-fetoproteina (AFP) y antigeno prostatico especifico (PSA); (b) Inmuno-pared. Adaptados
de las referencias Ikami et al.”® y Kasama et al.”® respectivamente.

Polimero con estreptavidina y un

8.5mm

Inmuno-pared
Grosor: 40 ym
Altura: 40 ym

Microdispositivo

Figura 1-12. Representacién de un dispositivo de inmuno-pared construido a partir de BIOSURFINE®-AWP, un
polimero fotosensible soluble en agua, y estreptavidina. La inmuno-pared resultante posee estreptavidina
inmovilizada que puede conjugarse con un anticuerpo biotinilado. Adaptada de la referencia (Kasama et al.”)

1.3.1.1.2 Soportes sélidos magnéticos
El uso de microesferas magnéticas para la realizacién de inmunoensayos en microdispositivos

se ha aplicado para aumentar el drea de superficie disponible para la formacion del
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inmunocomplejo, ademds de que elimina la necesidad de requerir microestructuras para su
retencion fisica dentro del microcanal. En este tipo de inmunoensayos, las microesferas
magnéticas conjugadas con un anticuerpo/antigeno son inmovilizadas en el area deseada por
medio de la manipulacién de un campo magnético, ya sea a través del uso de un imdan o un campo
electromagnético, permitiendo una rapida separacién del analito de interés del resto de la mezcla

de reaccign.1%72

Dentro de este tipo de soportes sdlidos, las nanoparticulas magnéticas (MNPs) de dxido de
hierro como magnetita (Fe304) y su forma oxidada hematita (y-Fe,03), sintetizadas por el método
de co-precipitacién quimica a partir de las sales de Fe(ll) y Fe(lll) en un medio bdsico,® son de
gran interés para aplicaciones biomédicas como los inmunoensayos debido principalmente a que
su comportamiento paramagnético y tamafio pequefio (1 a 100 nm) les confiere una facil
manipulacion dentro de un microcanal. Ademas, la aplicacién de un campo magnético facilita su
concentracién para ser transferidas de una solucién a otra. Asi, una reaccion homogénea se
combina eficientemente con una separacidon heterogénea.®! Sin embargo, una de las limitaciones
durante su sintesis es realizar un correcto recubrimiento que le otorgue estabilidad a la
nanoparticula, para ello se ha estudiado el uso de oro como un revestimiento favorable debido a
su simple procedimiento sintético (reduccion de Au3* en la superficie de la nanoparticula con
hidroxilamina) y sus propiedades fisicoquimicas.8?83 Estas nanoparticulas magnéticas de hierro
recubiertas con oro (GMNPs) presentan una excelente estabilidad y buena biocompatibilidad, por
lo que en las ultimas décadas se han realizado estudios para su funcionalizacién con la finalidad
de tener una aplicacion bioguimica especifica.?3# Una de las funcionalizaciones mds comun es a
través de la unidon covalente de la superficie de la nanoparticula con estreptavidina empleando
glutaraldehido y cisteamina para su posterior conjugacidon con un anticuerpo biotinilado.®>
También pueden ser facilmente recubiertas empleando moléculas organicas anfifilicas, como
acido laurico, surfactantes, carboxilatos, etc. Asimismo, el recubrimiento con aminoacidos brinda
la oportunidad de incluir diversos grupos funcionales como el grupo amino, carboxilico, guanidina,
tiol, fendlico e hidroxilo, para modificaciones posteriores. Otro tipo de recubrimiento muy comun
es a través del uso de polimeros como polietilenglicol (PEG).8¢ Hoy en dia también se cuenta con
kits comerciales de MNPs de diferente tamafio que facilitan su funcionalizacién con péptidos y

proteinas para su posterior aplicacién.

La Figura 1-13 muestra un ejemplo de las posibles estructuras y modificaciones que pueden

realizarse a las MNPs.
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Figura 1-13. Representacion de diferentes estructuras de MNPs. (1)
MNP recubierta por un polimero (core-shell); (11) Nanoparticula de
polimero con una matriz de MNPs incrustada; (111) Nanoparticula con
nucleo de polimero y un recubrimiento de MNPs; (IV) MNP sin
recubrimiento. (1) Particulas magnéticas de éxidos metalicos (Fe, Ni,
Co); (2) revestimiento (polimeros, carbono, éxido de aluminio, oro);
(3) estreptavidina; (4) anticuerpos; (5) grupos carboxilo; (6) grupos
amino; (7) proteinas.®

El trabajo publicado por el grupo de investigacion de Malaquin et al.8” muestra algunas de las
ventajas del uso de MNPs en inmunoensayos; éste reporta el desarrollo de un microdispositivo
gue procesa gotas con volumen menor a 100 nL en donde se encuentran suspendidas MNPs
conjugadas con un anticuerpo para la realizacién de un inmunoensayo heterogéneo rapido. La
manipulacion de las MNPs se realiza a través del uso de pinzas magnéticas que permiten efectuar
los pasos de captura, extraccion, mezclado y lavado que implica un inmunoensayo, logrando asi
la retencién de las nanoparticulas magnéticas y su posterior resuspension mientras un tren de
gotas de reactivos fluye a través del microcanal (Figura 1-14). El método desarrollado fue probado
por medio de un inmunoensayo para el diagndstico de hipotiroidismo congénito neonatal,

detectando la hormona tirotrépica (THS).
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Figura 1-14. Diagrama de pasos para la manipulacion de MNPs con pinzas magnéticas: a) particulas suspendidas en
una gota, b) confinamiento de particulas, c) deformacion de la gota, d) extraccién MNPs, e) MNPs se fusionan en una
nueva gota, f) resuspension de particulas. Los tridngulos que representan las pinzas magnéticas son grises cuando
estan activadas y blancos cuando estén inactivas.®’
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1.3.2 Microdispositivos para separacion de plasma sanguineo

La sangre es considerada como uno los fluidos mas importantes para diagndstico
clinico. Los exdmenes sanguineos bridan la oportunidad para lograr entender el correcto
funcionamiento del cuerpo humano y conocer posibles estados fisiolégicos y bioquimicos
para un diagndstico oportuno.®2®° La sangre total estd compuesta de eritrocitos (glébulos
rojos), linfocitos (glébulos blancos), plaguetas y plasma (Figura 1-15).26 En humanos
adultos, los eritrocitos ocupan aproximadamente el 45 % del volumen total de sangre
total, lo que se conoce como porcentaje de hematocrito (% HCT).?® El plasma, que
representa alrededor del 55 % de la sangre total, estd compuesto por mas de 95 % de agua
en donde se encuentran varios biomarcadores, acidos nucleicos, proteinas vy
metabolitos.?® Debido a que la deteccidn de anticuerpos y antigenos presentes en plasma
sanguineo permiten el diagndéstico de enfermedades, la correcta cuantificacién de estos
biomarcadores depende en gran medida a la correcta toma y preparacién de la muestra,
siendo la separacidon de plasma un paso crucial para el diagndstico y monitoreo de
enfermedades debido a que las pruebas bioquimicas en sangre se realizan en plasma sin

la presencia de células sanguineas que pudieran interferir en los resultados.®?
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Figura 1-15. Representacién de la composicidn quimica de una muestra de sangre total.

La centrifugacidon es la técnica convencional mds utilizada para la separacién de plasma
sanguineo en laboratorios clinicos, sin embargo, posee algunas limitaciones: puede provocar
dafio celular si no se emplea adecuadamente (hemdlisis de eritrocitos), ademds de consumir
tiempo y ser relativamente caro.”™3 Es por ello que se ha investigado el uso de microdispositivos
como un método alternativo para la separacion de plasma, aprovechando las grandes ventajas

gue ofrecen, entre ellas la manipulacién de volimenes muy pequefios de muestra. Las principales
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caracteristicas que debe reunir un microdispositivo para tener una correcta separacion de plasma
son una alta eficiencia y pureza de separacion, asi como dafio celular minimo para evitar su
contaminacién. Sin embargo, uno de los mayores retos a enfrentar para lograr la separacion

microfluidica de plasma sanguineo se debe a la complejidad de la matriz de la sangre total.?%%°

En los ultimos anos, se han estudiado diferentes soluciones para lograr la separacién de plasma
empleando tres formatos diferentes de dispositivos: chip microfluidico, formato en CD y en papel
(Figura 1-16(a)); la mayoria de los trabajos reportados se han realizado haciendo uso de chip
microfluidicos con separacién pasiva o activa.®® La separacién pasiva se lleva a cabo por medio de
fuerzas hidrodindmicas vy fisicas en donde las células sanguineas son separadas exclusivamente
por sus propiedades mecdnicas, capacidad de deformacion, tamafio y forma, debido al uso de
microestructuras o cambios en la geometria de los microcanales.®® Por su parte, una separacién
activa requiere del uso adicional de un campo externo, ya sea acustico, eléctrico o magnético®
(Figura 1-16(b)).
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(b) Soluciones para la separacion de plasma sanguineo en chips microfluidicos
Métodos pasivos I Métodos activos I
Sedimentacion Microfiltracién Desviacion celular Aolichicos
Filtracion sin salida Obstaculos e
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Figura 1-16. Soluciones reportadas para la separacion de plasma a microescala. (a) Formatos empleados para la

separacién de plasma. (b) Formas de separacion en formato de chip microfluidico; técnicas de separacion pasivas y
H 90

activas.
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Muchos son los trabajos que han reportado la separacién microfluidica de plasma sanguineo.
La mayoria de ellos son capaces de alcanzar valores altos de pureza de separacidn, pero requieren
de unadilucién previa de la muestra de sangre de hasta 100 veces. Pocos han conseguido alcanzar
la separacidn de plasma de sangre humana entera debido al reto que implica lograr la separacién
de mdas de cinco millones de células por microlitro de sangre.?*> La mayoria de los métodos
reportados estdn basados en mecanismos de desviacién celular como: la incorporacion de
obstdculos®® y fuerzas hidrodindmicas,®®°” siendo el efecto centrifugo® y el efecto Zweifach-Fung
(ley de la bifurcacion)?*°8° unos de los mas empleados; dichos efectos seran explicados a detalle
en las siguientes secciones. En la Figura 1-17 se muestra un ejemplo del funcionamiento de un
microdispositivo que emplea la ley de la bifurcacidon para la separacion de plasma sanguineo

reportado por Yang et al.?*

Flujo d
sangre enter:

Figura 1-17. Imagen del funcionamiento de un microdispositivo basado en la ley de la bifurcacién para la separacion
de plasma empleando una muestra de sangre de oveja (36 % HCT) y un caudal de 10 uL/min.?

1.3.2.1 Ley de la bifurcacion

Cuando una suspension de particulas alcanza microcanales divididos en dos canales de
caudales diferentes, tienden a viajar hacia el microcanal de caudal mas alto, dejando sélo unas
pocas particulas fluyendo hacia el microcanal de caudal mds bajo. Este comportamiento es
conocido como efecto Zweifach-Fung o ley de la bifurcacidn. Para aumentar el nimero de
particulas viajando hacia el microcanal de caudal mas alto y alcanzar la maxima eficiencia de
separacion, diferentes pardmetros pueden ser modificados como el angulo entre los dos
microcanales, y el ancho de los mismos.}® Este fendmeno puede observarse en la
microcirculacion, cuando los eritrocitos (considerados como particulas) fluyen a través de una
region de bifurcacién dentro de los vasos sanguineos capilares. La razén de este comportamiento
se atribuye al gradiente de presidn mds alto al que estdn sujetas las células en el canal de mayor

caudal, ademas de la distribucion asimétrica de las fuerzas de corte sobre la superficie de la célula,
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lo que produce un esfuerzo de torsidon sobre la misma, empujandola hacia el canal de mayor
caudal. Dentro del canal, antes de llegar a la bifurcacién, se cuenta con una linea de flujo critico;
si el centroide de la célula se ubica lejos del area del caudal menor y por encima de la linea de
flujo critico, fluird hacia el canal de caudal mas alto. Por lo tanto, cuanto mayor sea la diferencia
entre el caudal de los dos canales, la linea de flujo critico se formara mas cerca del canal de caudal

bajo, como se muestra en la linea discontinua en la Figura 1-18.%%

Canal de mayor caudal

Canal de menor caudal

Figura 1-18. Representacion esquematica del efecto Zweifach-Fung (ley de la bifurcacién). Una particula () cuyo
centroide esta por encima de la linea de flujo critico fluird hacia el canal de mayor caudal. Una particula (Il) cuyo
centroide esta debajo de la linea de flujo critico viajara al canal de caudal menor. Una particula (1) cuyo centroide

estd sobre la linea de flujo critico fluird hacia el canal de mayor caudal debido al efecto Zweifach-Fung.24

1.3.2.2 Efecto centrifugo

Cuando un fluido viaja a través de un canal curvilineo, la velocidad del flujo cerca de la
pared exterior del microcanal es mucho mayor que el de la pared interior (aceleracién
centrifuga). Este comportamiento se atribuye al hecho de que el fluido debe recorrer una
mayor distancia para mantenerse en la pared externa del canal. Esta diferencia de
velocidades da lugar a una aceleracién radial que guia al fluido desde la pared interior
hacia la pared exterior conduciendo a la formacién de dos vdrtices en la mitad superior e
inferior del microcanal, conocidos como vértices de Dean.2>/101,102

La magnitud de este flujo secundario formado, llamado flujo de Dean, es cuantificable
por medio del calculo del nimero de Dean (De), de acuerdo con la Ecuacién 1-2; en donde
R es el radio de la curvatura del canal, Re es el niumero de Reynolds, y Dy es el didmetro

hidraulico del microcanal.

De = Re ﬁ Ecuacién 1-2
2R
( ]
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Dentro de los microcanales curvos, el valor de De aumenta al trabajar con una curvatura
mayor (valor de R mas pequefio), un mayor diametro hidraulico (Ds) y un mayor caudal
(Re mayor). Asi, si el valor de De aumenta, el flujo secundario formado dentro del
microcanal también lo hace.'%® Esto afecta directamente al movimiento y distribucién de
las particulas que fluyen dentro de un canal curvilineo, moviéndose a lo largo de los
vortices de Dean hacia la pared interna o externa del microcanal dependiendo de su
tamafio, este fendmeno es conocido como fuerza de arrastre de Dean (Fp). El movimiento
de las particulas también esta influenciado por el fenédmeno de migracién inercial, en el
cual las particulas migran lateralmente de manera aleatoria adoptando diversas
posiciones de equilibrio dentro de la seccién transversal del microcanal.1941%> Esta
migracién inercial se caracteriza por la aparicion de dos efectos: la fuerza de elevacién de
corte (Fis) que aleja las particulas del centro del microcanal y la fuerza de elevacién de

pared (F.y/) que repele las particulas lejos de la pared.

Cuando se trabaja con microcanales rectos con seccién transversal rectangular o
trapezoidal, la migracion inercial de las particulas se realiza en dos pasos. En el primer paso
las particulas son afectadas por F;s y F;i, en donde estas dos fuerzas de elevacién inercial
estdn en equilibrio, como se muestra en la Figura 1-19(a,b). Durante el segundo paso, una
vez que las particulas ya se han concentrado en una primera linea de equilibrio,
lentamente comienzan a concentrarse alrededor del centro de las paredes del microcanal
debido a la influencia de la fuerza de elevacién de Saffman (F.q) como resultado del

106 (Figura 1-19(c,d)). Cuando se agrega

gradiente en el perfil de velocidad del fluido
curvatura al microcanal, y debido a la aparicion del flujo secundario de Dean, la
concentracién de las particulas puede ser modificada. Asi, dependiendo del caudal, la
fuerza de arrastre de Dean puede ser mas fuerte o débil que la fuerza de elevacién de
Saffman o las fuerzas de elevacién inercial. Como se puede ver en la Figura 1-19(e,f),
cuando la fuerza de arrastre de Dean es mas débil que las fuerzas de elevacién inercial,
pero mas fuerte que la fuerza de elevacién de Saffman (F,sy Frw > Fp > Fiq), las
particulas suspendidas siguen los vortices de Dean a lo largo de las lineas de equilibrio
hasta que alcanzan un area cercana a la pared interna del microcanal en donde ya no
pueden seguir los vértices.®” Como consecuencia, las particulas se concentran cerca de la
pared interna del microcanal limitando sus posiciones de equilibrio sélo a esta regién, lo

cual es ideal para el propdsito de separacién.
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Figura 1-19. Representacion de la concentracién de particulas en microcanales rectos y curvos con seccion
transversal rectangular o trapezoidal. (a,b) En un microcanal recto, las particulas dispersas de manera
aleatoria se concentran en las lineas de equilibrio dadas por las fuerzas de elevacidén inercial, en donde
F;s y Fy estan en equilibrio. (c,d) Como un segundo paso, las particulas se concentran en el medio de las
paredes del canal sobre las lineas de equilibrio previamente formadas debido a la fuerza de elevacion de
Saffman (F.q). (e,f) En un microcanal curvo, la fuerza centrifuga actua sobre el fluido hacia la pared exterior
induciendo la creaciéon de vértices de Dean a lo largo de la seccidn transversal. Estos vértices reubican las
posiciones de equilibrio comunmente hacia la pared interna del canal donde las particulas pueden
permanecer concentradas debido a la fuerza de arrastre de Dean (Fp). Adaptada de la referencia Rafeie et
al.®

Empleando la migracidn inercial y la fuerza de arrastre de Dean dentro de microcanales curvos
con seccién transversal rectangular o trapezoidal se ha logrado la separacion de particulas de
diferentes tamafios en sistemas microfluidicos.'°1% Este mismo principio ha sido aplicado en
diferentes trabajo para la separacion de células sanguineas. Por ejemplo, Wu et al.1®® reporté el
desarrollo de un novedoso microdispositivo con disefio en espiral y seccidn transversal
trapezoidal para la separacion y recuperacion de leucocitos de sangre humana diluida (1—2 %
HCT) con una alta eficiencia (> 80 %). También se ha estudiado la separacién de plasma sanguineo
en microdispositivos con microcanales en forma de espiral; Rafeie et al.> reportd la construccion
de un sistema microfluidico de ocho espirales conectados con seccidn transversal trapezoidal
para una separacion rdpida de plasma empleando sangre humana diluida (0.5—1 % HCT)

alcanzando un caudal maximo de 24 mL/min con alta eficiencia de separacion.
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1.3.3 Microdispositivos para la cuantificacion de urea

La urea (carbamida o carbonildiamida), de féormula CO(NH;);, es el metabolito final
predominante de los compuestos nitrogenados en mamiferos, y representa del 80 al 90 % de la
excrecion de nitrégeno en los seres humanos. Esta se forma exclusivamente en el higado y se
transporta principalmente por el torrente sanguineo hacia los rifiones donde se excreta en la
orina.’% La urea se encuentra normalmente en plasma o suero en concentraciones entre 15 a 45
mg/dL, y hasta 50 veces mas concentrada en muestras de orina.’! Como un indicador de la
funcidn del higado y rifidn, la determinacion de urea en este tipo de muestras, es una prueba
requerida frecuentemente en anélisis clinicos.?” Un incremento en los niveles de urea en sangre
y orina puede ser provocado por insuficiencia renal, la obstruccién del tracto urinario, y
deshidratacion, mientras que la disminucidon de la concentracién de urea es un indicativo de
insuficiencia hepatica o dietas bajas en proteinas y altas en carbohidratos.!'? La cuantificacién de
urea no solo es de gran importancia para el diagndstico clinico, sino también hay una creciente
demanda para la implementacion de métodos de cuantificacién robustos para su aplicacidn en

otras dreas como la ciencia de alimentos y monitoreo ambiental.1°

Los métodos de cuantificacion de urea se clasifican en dos grupos: los enzimaticos y los no
enzimaticos. Los métodos no enzimaticos o métodos directos son aquellos que dan como
resultado un producto colorido sin una previa degradacion de la urea.''° Los métodos enzimaticos,
en cambio, emplean la reaccion de hidrdlisis de urea catalizada por la enzima ureasa (URS), la cual
degrada selectivamente a la urea en amonio (NH4*) y diéxido de carbono (CO;). Asi, la urea se
determina indirectamente por medio de la cuantificacién de los iones amonio en solucién.? Para
este tipo de deteccion, el método de Berthelot es frecuentemente aplicado, éste consiste en la
reaccion entre iones NH4*y fenol bajo condiciones de oxidacion para la formacién de un indofenol
colorido con absorcion entre 630 y 720 nm.1311% Asimismo, se han reportado modificaciones al
método de Berthelot empleando diferentes sustitutos de fenol como o-fenilfenol,'*> 1-naftol,*®

o-ftalaldehido!” y timol junto con el uso de catalizadores como nitroprusiato de sodio.*8

Muchas de las metodologias reportadas para la deteccion de urea en dispositivos de
microfluidica se basan en biosensores empleando métodos electroanaliticos, en donde Ia
construccion de electrodos dentro de microdispositivos es uno de los pasos claves para lograr una
deteccion adecuada.?’?®112119 por ejemplo, Limbut et al.'*® reportd el desarrollo de un
biorreactor conductimétrico empleando la inmovilizacidn de la enzima ureasa sobre las paredes
de los microcanales de PDMS con una estabilidad de 30 dias; para la deteccién se emplearon

electrodos de oro y un transductor conductimétrico construido para monitorear el incremento

45

——
| —



CAPITULO I. Marco tedrico
¢ *

en la conductividad de la solucién debido a los cambios en las cargas generadas por la reaccién
catalitica enzima-sustrato. El microdispositivo fue probado con muestras de suero humano.
También se han reportado adecuaciones del método de Berthelot en sistemas de microfluidica
con deteccion espectrofotométrica, por medio del acoplamiento de fibras dpticas.?>120.12!
Remiszewska et al.? reportd un sistema microanalitico con ureasa inmovilizada sobre la
superficie del microreactor empleando la tecnologia de baja temperatura para cerdmica cocida
(LTCC) para la deteccién de iones amonio, como producto de la reaccién de hidrélisis de urea, por
medio del método de Berthelot modificado, optimizando las condiciones de reaccion como
temperatura, caudal, concentraciones y pH; en la Figura 1-20 se muestra un esquema de este
microdispositivo. De manera general, la cuantificacidn de urea en microdispositivos ha mostrado
tener algunas de las ventajas que este tipo de sistemas ofrece, como bajo consumo de reactivos,

aumento en la cinética de reaccién y gran procesamiento de muestras.

Sistemas electrénicos y de
adquisicion de datos

L
Bomba  Reactivos
peristaltica

Entrada 1 SistemalLTCC |
(en_1) sobre un soporte

SM Fo Figura 1-20. Esquema del microdispositivo para la deteccidon
e T de urea desarrollado por Remiszewska et al.?° Los reactivos
A /. i y muestra se ingresan por medio de una bomba peristaltica.
| "D B: microreactor con enzima inmovilizada. SM: mezclador en
forma de serpentin, FO: fibra dptica, LED: luz de emision,

Residuos | PD: fotodetector.

(R)

1.3.3.1 Fundamento de la reaccion de cuantificacion de urea:
Método de Berthelot modificado

La urea puede cuantificarse indirectamente midiendo la cantidad de amonio (NH4*) producido

a través de la reaccién enzimatica de hidrélisis catalizada por la enzima ureasa (URS):

URS
CO(NH3)2 + H,0 + 2 H* » 2 NHs* + CO2
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La reaccidon de Berthelot para la cuantificacién de amonio (NH4*), descrita por primera vez en
1859, involucra la formacion de un indofenol azul en medio alcalino debido a la reaccién con

hipoclorito de sodio y fenol. Los pasos generales de la reaccidn (Figura 1-21) incluyen: 114122

(i) Reaccion entre amoniaco (NHs) con hipoclorito (CIO) en medio bdsico para formar una
monocloramina (NH3Cl). En este punto es importante considerar que debe mantenerse una
relaciéon CIO"/NHs igual o menor a 1 para la formacion de NH,Cl, de lo contrario el cloro en exceso
seguird reaccionando hasta la formacion de dicloraminas (NHCl;) y tricloraminas (NCls).
Eventualmente, si se contintia agregando cloro, se alcanza la oxidacién total de los compuestos,
transformando las cloraminas en nitrégeno gaseoso (Nz), nitratos (NO3’) y cloruros (Cl).1%

(ii) Reaccidon entre la monocloramina (NHCl) y el fenol para formar una quinona de cloramina.

(iii) Condensacién entre la quinona de cloramina y fenol para la formacién de indofenol azul,

en donde la intensidad del color formado es directamente proporcional a la concentracidn

H-q..ril/ + O:—Cl H*-. I .-'H
! H Cl
O’H i
H. _H
) + N —
I cl
A
~cl
Figura 1-21. Mecanismo de reaccién
o] general para la cuantificacion de
amonio (NHs4*) por me método de
0 Berthelot. (i) Reaccion entre
amoniaco (NH3) con hipoclorito
[ (ClO") en medio basico para formar
i + - N monocloramina (NH2Cl). (ii) Reaccién
entre cloramina (NH2Cl) y fenol para
NI 0O la formacién de una quinona de
~cl \H cloramina. (iii) Condensacion entre la
quinona de cloramina y fenol para la
5 formacion de indofenol azul.

Esta reaccidon ha sido extensamente estudiada empleando una gran variedad de derivados
fendlicos como es el caso de salicilato y modificando diversos pardmetros,*'* ademds de incluir la
adicién de catalizadores como nitroprusiato de sodio, llevando asi a la aplicacion del método de

Berthelot modificado.1?*
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* CAPITULO Il *

Inmunoensayo en microdispositivo con nanoparticulas magnéticas
conjugadas para una rapida cuantificacidon de anticuerpos contra

péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP)

2.1 RESUMEN

Los anticuerpos IgG anti-péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP) se producen como una
respuesta inmune en presencia de péptidos modificados postraduccionales conocidos como
péptidos ciclico citrulinados (CCP). Los anti-CCP se han considerado como biomarcadores
especificos para el diagndstico de la artritis reumatoide (AR), y debido a su alta especificidad, es
posible realizar un diagndstico diferencial de otras enfermedades reumaticas. Estos
autoanticuerpos pueden detectarse en las primeras etapas de la AR e incluso hasta 10 afios antes
de presentar los primeros sintomas de la enfermedad abriendo una ventana de oportunidad para
un tratamiento oportuno. En este trabajo, se desarrollé un microdispositivo simple de canal recto
y nanoparticulas magnéticas conjugadas con el antigeno (MNPs-CCP) como soporte sélido para
cuantificar anti-CCP por medio de un ensayo inmuno-absorbente ligado enzimas (ELISA) indirecto.
Se utilizé un microdispositivo adicional con un disefio en Z como celda de flujo acoplado con fibras
Opticas para realizar la deteccién espectrofotométrica. El intervalo de cuantificacion se determiné
entre 0.70 y 2000 U/mL con un limite de deteccion de 0.70 U/mL. El inmunoensayo en
microdispositivo se probé usando un control positivo y un control negativo de plasma humano
requiriendo Unicamente 6 pL de muestras y reactivos con un tiempo de andlisis de 12 min. Los
resultados mostraron que el microdispositivo propuesto fue casi nueve veces mas rapido que un
kit ELISA anti-CCP comercial obteniendo resultados equivalentes y siendo 16 veces mas sensible.
El inmunoensayo en microdispositivo con MNPs-CCP demostrd ser un método, mas rapido, simple,

barato, y sensible que un kit ELISA para la cuantificacién de estos biomarcadores.
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2.2 INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR), clasificada en 1983 por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR,
por sus siglas en inglés) como una enfermedad difusa del tejido conectivo.?® Es una enfermedad
sistémica crénica que afecta las articulaciones, los tejidos conectivos, los musculos, los tendones
y el tejido fibroso. Tiende a aparecer durante la etapa mas productiva de la edad adulta, entre los
20y los 40 anos, siendo una enfermedad incapacitante que a menudo causa dolor, destrucciény
deformidad.’?® Ademas, se sabe que la AR puede afectar a otros sistemas y érganos
importantes.'?”128 La prevalencia mundial puede variar entre el 0.3 % y el 1 %, siendo més comun

en mujeres que en hombres con una relacién 3:1 en paises desarrollados.'?

De acuerdo con los criterios de clasificaciéon de la AR de 2010, establecidos por la Liga Europea
Contra el Reumatismo (EULAR) en conjunto con el ACR, el factor reumatoide (FR) y los anticuerpos
contra los péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP) tienen un papel central en el diagndstico y
prondstico de la enfermedad.'3° Aunque el FR puede detectarse en la mayoria de los pacientes
con AR, no es un biomarcador especifico (sensibilidad 75—85 % y especificidad 80—90 %) estando
presente en muchas enfermedades inflamatorias y en individuos sanos (principalmente ancianos).
Por el contrario, los biomarcadores anti-CCP presentan un mejor resultado en especificidad
(sensibilidad 70—80 % y especificidad 95—98 %), asi, la alta especificidad de los anti-CCP les
confiere un gran valor en el diagndstico diferencial de la AR de diversas enfermedades
artriticas.'37133 Los anti-CCP son autoanticuerpos IgG dirigidos contra péptidos citrulinados
ciclicos (CCP). Estos péptidos se producen mediante la modificacidn postraduccional de residuos
de arginina a citrulina (proceso de citrulinacién) catalizada por la enzima dependiente de Ca?*
peptidil arginina deiminasa (PAD). Esta modificacién da lugar a una pérdida de carga neta positiva
de los péptidos, lo que provoca cambios bioquimicos significativos que conducen a su no
reconocimiento y, posteriormente, inducen una respuesta inmunitaria.’®* El proceso de
citrulinacion esta relacionado con la inflamacién en general, pero el desarrollo de anticuerpos
patdgenos que reconocen las proteinas citrulinadas es un proceso especifico de la AR.*3> Ademds,
los anti-PCC estan presentes en al menos el 55% de los pacientes con AR temprana y pueden
detectarse en promedio 10 afios antes de la aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad,

lo que podria abrir una ventana de oportunidad para un tratamiento oportuno.3¢

El método mas utilizado para la deteccidn y cuantificacion de anti-CCP es un ensayo inmuno-
absorbente ligado a enzimas (ELISA). Hoy en dia se han desarrollado y comercializado diferentes
kits de ELISA anti-CCP cuantitativos con la ventaja de poseer alta sensibilidad, pero requiriendo

largo tiempo de deteccién (90 — 180 min).’3’ De esta manera, los microdispositivos ofrecen varias
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herramientas utiles para su aplicacién en el desarrollo de inmunoensayos como: la capacidad de
utilizar cantidades muy pequefias de muestras y reactivos, portabilidad, bajo costo y menor

tiempo de analisis.37/138

En los ultimos afios, se ha explorado la realizacion de inmunoensayos en microdispositivos
utilizando diferentes soportes sélidos para mejorar la captura especifica del antigeno o
anticuerpo como por ejemplo: una estructura de fotopolimero 3D fabricada dentro de un
microcanal (dispositivo de inmuno-pared)!”'* o nanoparticulas magnéticas (MNPs).28%40 Los
resultados obtenidos por los autores sugieren una mejora en la sensibilidad del inmunoensayo,
asi como una disminucidn significativa en el tiempo de analisis, ademas de un bajo consumo de

reactivos.

En cuanto ala deteccion de biomarcadores anti-CCP, se han reportado varios métodos incluido
un inmunoensayo turbidimétrico mejorado con particulas modificadas (PETIA) para facilitar la

141 un analisis por quimioluminiscencia, 42143

deteccidn de anticuerpos anti-CCP en suero humano,
asi como el uso de sensores de resonancia de plasmon superficial (SPR)#y, mas recientemente,
un biosensor electroquimico que involucra microperlas magnéticas funcionalizadas con grupos
carboxilos o neutravidina y electrodos de carbono serigrafiados duales para la determinacion
simultdnea de RF y anti-CCP.*> Ademds, en 2015, Chon et al. reportd la deteccidon de anti-CCP
utilizando un inmunoensayo basado en la dispersion Raman de superficie mejorada (SERS) con
alta sensibilidad.*® La mayoria de ellos demuestran resultados comparables con un kit ELISA anti-
CCP comercial y en general un tiempo de andlisis mas corto. Sin embargo, dichos trabajos no
utilizan técnicas basadas en microdispositivos, ya que, hasta la fecha, la deteccion de
biomarcadores anti-CCP en esta drea ha sido poco estudiada. En comparacion con los métodos
ya reportados, se espera que el inmunoensayo en microdispositivos para la deteccién vy
cuantificacién de anti-CCP sea mas rapido, mas facil y sensible, considerando los resultados al

cuantificar otro tipo de biomarcadores.!”13

En este capitulo, se realizd la deteccién y cuantificacion de anti-CCP utilizando un
microdispositivo y MNPs conjugadas como soporte sdélido para inmovilizar péptidos citrulinados
ciclicos (CCP). Se evaluaron parametros como el tiempo de incubacién de anti-CCP y anti-h-IgG-
HRP, la cantidad de MNPs-CCP retenidas, la temperatura y tiempo de la reacciéon enzimatica para
disminuir el tiempo de analisis. El correcto funcionamiento del inmunoensayo en microdispositivo
se corroboré empleando muestras de plasma diluido como control negativo y positivo, y se

compararon los resultados con un kit ELISA anti-CCP convencional.
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2.3 OBJETIVO GENERAL

Disefiar, fabricar y evaluar microdispositivos de PDMS para la deteccidon y cuantificacién

espectrofotométrica de anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP) en un control

positivo de plasma humano empleando nanoparticulas magnéticas conjugadas con un antigeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Emplear las técnicas de fotolitografia y litografia suave por moldeo de réplica para la
fabricacion de microdispositivos de PDMS y su posterior caracterizacion.

Evaluar la retencién GMNPs sintetizadas dentro de los microcanales empleando imanes.
Conjugar las MNPS con el antigeno (péptido citrulinado ciclico) empleando un kit de
funcionalizacién y determinar la cantidad conjugada por medio del ensayo de Lowry.
Optimizar en un microdispositivo la cuantificaciéon de anticuerpos contra péptidos
citrulinados ciclicos (anti-CCP) mediante un inmunoensayo con MNPs conjugadas como
soporte sélido, modificando pardmetros como: tiempo de incubacién, cantidad de MNPs,
temperatura y tiempo de reaccién enzimatica.

Realizar un andlisis de microscopia electrénica de transmitancia (TEM) para evaluar la
conjugacién del antigeno y anticuerpos con las MNPs.

Integrar la deteccién espectrofotométrica empleando fibras 6épticas en un
microdispositivo.

Construir la curva de calibracion y determinar el limite de deteccién, precisién y tiempo
de vida de los microdispositivos.

Cuantificar anti-CCP en una muestra de sangre de una persona sana (control negativo) y,
un paciente diagnosticado con AR (control positivo) y comparar el resultado empleando

un kit comercial ELISA.

2.4METODOLOGIA

2.4.1 Reactivos
El kit LinkAmine MAGNETIC 200 nm se adquirié de Nanoimmunotech. El péptido citrulinado
ciclico (CCP), con secuencia HQCHQEST—Citrulina—GRSRGRCGRSGS (pureza 95.21%), fue

sintetizado por Peptido 2.0 Inc. Los estdndares de anticuerpos monoclonales de péptido

citrulinado ciclico anti-IgG (anti-CCP) de 1—2000 U/mL (expresado en unidades relativas

arbitrarias con un factor 1:12 en comparacion con el estandar de referencia de la OMS W1066
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para la artritis reumatoide)#’, el anticuerpo policlonal de oveja anti-humano-IgG conjugado a la
enzima peroxidasa de rdbano picante (anti-h-IgG-HRP), la solucién cromogénica 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB/H,0; 0.26 g/L) y el kit anti-CCP ELISA GWB-521226 fueron
proporcionados por GenWay Biotech Inc. La solucién amortiguadora de fosfato (SAF; 0.01 mol/L;
pH 7.4), albumina de suero bovino (BSA), Tween 80, 2-propanol, acetato de propilenglicol
monometil éter, las sales de hierro FeSOQ4-7H,0 y FeCls-6H,0, la sal de oro HAuCls-3H;0, el
clorhidrato de hidroxilamina (NH2OH - HCI) y polietilenglicol (PEG-6000) se adquirieron de Sigma-
Aldrich. El hidroxido de amonio (NHs-H;0) se adquirié de J.T. Baker. La resina fotosensible SU-8
3035 se adquirié de Microchem Inc. El kit de polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard 184 se adquirio

de Dow Corning Corporation.

2.4.2 Diseio, fabricacidn y caracterizacion de los microdispositivos

El disefio del microcanal se realizéd con el programa Adobe Illustrator CS6 dentro de una
circunferencia de 70 mm y se imprimié en negativo (mdascara Optica) para la construccién del
molde mediante fotolitografia y las réplicas del microdispositivo en PDMS mediante litografia
suave por moldeo de réplica.?® La metodologia se describe a continuacién: se colocé una oblea
de silicio, didametro 75 mm y profundidad 381 + 25 um (Silicon Valley Microelectronics), sobre el
spin-coater (WS-650MZ-23NPPB, Laurell Technologies Corp.) y se agregaron aproximadamente 3
mL de fotorresina SU-8 3035. Se aplicé un programa de 500 rpm durante 10 s (aceleracién 100
rpm/s) seguido por 1000 rpm durante 30 s (aceleracién 300 rpom/s). Enseguida, la oblea de silicio
se calentd a 105 °C durante 30 minutos en una parrilla de calentamiento (Thermo Scientific
Cimarec); la adicién y calentamiento de la fotorresina se realizé una vez mds para obtener una
capa final de alrededor de 200 um. Posteriormente, se colocd la mascara optica sobre la oblea de
silicio y se transfirid el patron deseado exponiéndolo a luz ultravioleta (B-100AP, UVP Blak Ray)
durante 45 s. A continuacién, se retird la mdscara y la oblea de silicio se calentd a 75 °C durante
1 minuto y a 105 °C durante 5 minutos. Como paso final, se sumergié en un recipiente que
contenia acetato de propilenglicol monometil éter para eliminar la fotorresina no polimerizada,
se lavé con 2-propanol y se colocé dentro de una caja de Petri. Se vertid en el molde una mezcla
de PDMS y agente curante (relacién 10:0.9), y después de la desgasificacion al vacio, se polimerizo
a 65 °C (incubadora de calentamiento DHP-9032, Prolab) durante dos horas. Se cortaron las
réplicas de los microdispositivos de PDMS y las entradas y salidas se realizaron con un perforador
de 1.5 mm de diametro interno. Finalmente, los microcanales se sellaron sobre una capa delgada
de PDMS empleando tratamiento corona (BD-20AC, Electro-Technic Products). Los

microdispostivos se caracterizaron utilizando una reticula para microscopio de 5 mm (0.05 x 100

52

——
| —



CAPITULO II. Inmunoensayos en microdispositivos con MNPs
¢ *

mm, The Microscope Depot) como referencia. Se realizaron diversos cortes al microcanal y se
tomaron imagenes de la seccidn transversal al microscopio (DM750, Leica Microsystems) con un

objetivo 4x. El ancho y la profundidad del microcanal se midié en el programa Leica LAS EZ.

2.4.3 Experimentos iniciales
Los primeros experimentos se enfocaron en investigar la correcta retencién (formacién de
aglomerados 3D) de las nanoparticulas magnéticas dentro de los microcanales empleando imanes.

Los detalles de los experimentos realizados se describen en las siguientes secciones.

2.4.3.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de hierro (MNPs) y nanoparticulas
magnéticas de hierro recubiertas con oro (GMNPs)

Para la sintesis de las nanoparticulas de éxido de hierro se siguieron las recomendaciones
reportadas en la literatura para el método de coprecipitacion quimica con algunas
modificaciones.8%1%8 Se prepararon 10 mL de una solucidn de iones de hierro Fe(ll) y Fe(lll) a partir
de las sales de hierro FeSO4-7H,0 y FeCls - 6H,0 con una relacién molar Fe(ll)/Fe(lll) = 0.5, a dicha
solucidn se le adicionaron 3 mL de polietilenglicol (PEG-6000) a una concentracion 0.025 mol/L
(precursor 1). En un vaso de precipitados se colocaron 10 mL de NHz-H,0 28-30 % mas 3 mL de
PEG-6000 0.025 mol/L (precursor 2). Se afadié gota a gota y con agitacion constante a
temperatura ambiente la solucion del precursor 1 al precursor 2, inmediatamente se observé un
cambio de coloracion en la solucién de translicido a negro, lo que indica la formacion de las
nanoparticulas magnéticas de hierro (MNPs) de la forma y-Fe,Os. La agitacion se mantuvo
durante un tiempo de 60 min para permitir la maxima formacién de nanoparticulas.
Posteriormente, las nanoparticulas sintetizadas se filtraron a vacio realizando repetidos lavados
con agua destilada hasta un valor de pH neutro. Para el revestimiento con oro se preparé una
mezcla de Au(lll):y-Fe,O0s en una relacién 3:1, la cual se colocé en bafio de ultrasonido por 15 min,
posteriormente se adiciond 1 mL de una solucidon de NH,OH-HCI 0.08 mol/L y se mantuvo en bafio
de ultrasonido durante 1 h.84 Las nanoparticulas revestidas se atraparon y concentraron con un
iman, se lavaron con una solucién de HCI 0.1 mol/L y agua destilada hasta alcanzar un pH neutro.
Por ultimo, 100 mg de las nanoparticulas resultantes se resuspendieron en 10 mL de una solucién
de PEG-6000 0.025 mol/L en un bafio de ultrasonido por 30 min, obteniendo asi una
concentracion de GMNPs de 10 mg/mL. Asimismo, se prepard una suspension de nanoparticulas
magnéticas de hierro sin recubrimiento (MNPs) en 10 mL de PEG 0.025 mol/L con una

concentracion de 10 mg/mL.
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2.4.3.2 Pruebas de retencion de GMNPs dentro del microcanal empleando imanes

Para realizar las primeras pruebas de retencién de GMNPs, se empled un microdispositivo de
canal sencillo con las siguientes medidas: longitud 1 cm; ancho 94 + 12 um y profundidad 207 +
13 um (Figura 2-1). Por medio de una micropipeta (Finnpipette F1, Thermo Scientific) o
empleando bombas de jeringa (NE-300, New Era Pump Systems) se ingresaron al microdispositivo
las GMNPs, colorantes y agua destilada en diferente orden para simular los siete pasos requeridos

para realizar un ELISA como se muestra a continuacién:

Paso de retencion: 1 uL de GMNPs 10 mg/mL

Paso de limpieza: 5 pyL de colorante amarillo (se repitio 3 veces)
Paso de adicién de “plasma”: 5 pL de agua destilada

Paso de limpieza: 5 uL de colorante amarillo (se repitié 3 veces)
Paso de adicidon del "anticuerpo conjugado": 5 plL de colorante azul

Paso de limpieza: 5 uL de colorante amarillo (se repitié 3 veces)

N o s w N e

Paso de adicion del "cromodforo": 5 uL de colorante rojo

Este ensayo se realizd con tres variantes: (1) empleando bombas de jeringa con un caudal
programado a 5 pL/min y colocando un iman de 2 x 2 mm en la parte superior del microcanal, (2)
utilizando una micropipeta y colocando un sélo iman de 2 x 2 mm en la parte superior junto al
microcanal, y (3) bajo las mismas condiciones experimentales descritas en el punto 2, con la
modificacion de colocar dos imanes de 2 x 2 mm, uno en la parte superior y otro mas en la parte
inferior. Se tomaron imagenes bajo el microscopio con un objetivo 4x (DM750, Leica
Microsystems) después de cada uno de los pasos y se observé el comportamiento de las GMNPs

retenidas, buscando mantenerlas intactas pese al nimero de pasos realizados.

500 um

o—©

Figura 2-1. Diseiio del microdispositivo de canal sencillo empleado en los experimentos iniciales.

Posteriormente, se analizaron las imagenes tomadas después de cada paso del ensayo tipo
ELISA empleando el programa ImageJ y se determind por triplicado el % area que ocupan las
GMNPs dentro del microcanal al realizar el experimento con dos imanes y empleando una

micropipeta para el ingreso de los diferentes colorantes.
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2.4.4 Toma de muestras de sangre

Usando un tubo BD Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2, se tomaron dos muestras de
sangre diferentes: de un paciente diagnosticado con AR desde hace seis afios (control positivo) y
de una persona sana (control negativo). Se separd el plasma del resto de la sangre mediante

centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos y se almacend a —20 °C hasta su uso.

2.4.5 Conjugacion del péptido citrulinado ciclico (CCP) con las nanoparticulas

magnéticas (MNPs)

El antigeno CCP se inmovilizé covalentemente a los grupos carboxilo en la superficie de las
MNPs siguiendo el procedimiento descrito en el kit LinkAmine MAGNETIC con modificaciones
menores.'* Primero, se activaron 5 mg de MNPs afiadiendo 500 pL de una solucién de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (reactivo A) y N-hidroxisuccinimida (reactivo B) e incubando
durante 30 minutos a 37 °C con agitacién suave (HCM-100pro, DLab). Después de tres pasos de
lavado, se agregaron 500 pL de una solucién de CCP 1 mg/mL y se incubd a 37 °C durante 2 h con
agitacion suave. A continuacién, las MNPs conjugadas al antigeno se separaron y el sobrenadante
obtenido (sobrenadante de inmovilizacidn) se almacend para la posterior cuantificacion de la
cantidad de péptido unido a la nanoparticula a través del ensayo de Lowry. Después de tres pasos
de lavado, los grupos carboxilo activos residuales en la superficie de las MNPs se bloquearon
agregando 500 pL de una solucién de albumina de suero bovino e incubando durante 2 ha 37 °C
con agitacién suave. Las MNPs-CCP resultantes se lavaron, se resuspendieron en 500 ulL de

solucién amortiguadora (SAF) y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Para cuantificar la cantidad de CCP conjugada con las MNPs se empleé el ensayo de Lowry,

preparando los siguientes reactivos:

e Reactivo A: carbonato de sodio 0.2 mol/L + hidréxido de sodio 0.1 mol/L
e Reactivo B: sulfato de cobre (II) 0.02 mol/L + tartrato de sodio 0.05 mol/L
e Reactivo C: reactivo A + reactivo B en una proporcién 100:1 v/v

e Reactivo D: reactivo de Folin-Ciocalteu diluciéon 1:1 v/v

Se empled una solucién madre de CCP de concentracidon 1 mg/mL con la cual se realizaron las
diluciones necesarias para preparar ocho estandares con concentraciones entre 2.5y 50 pg/mL,
empleando el reactivo Cy D como se muestra en la Tabla 2-1. Después de la adicidn del reactivo
Cla mezcla se agité durante 30 s permitiendo la reaccion a temperatura ambiente durante 20 min
en oscuridad. Transcurrido ese tiempo se adiciond el reactivo D agitando durante 30 s y se llevé

al aforo con agua destilada hasta un volumen de 2 mL dejando transcurrir la reaccion por 45 min
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en oscuridad. Se midié la absorbancia por triplicado para cada estandara A = 730 nm (Cary 1 UV-
Vis spectrophotometer). La curva de calibracion se realizé por triplicado y con los valores de las

tres curvas se obtuvo una sola curva de calibracion.

Se cuantifico la concentracion de CCP en la solucidn antes y después de realizar la conjugacién
con las MNPs. Para ello, se prepararon por triplicado soluciones de CCP inicial (empleando un
estandar de CCP 1 mg/mL) y final (empleando el sobrenadante de inmovilizacidn), realizando las
diluciones pertinentes para que la absorbancia registrada estuviera en la parte central de la curva
de calibracion. La diferencia entre ambas concentraciones corresponde a la cantidad de péptido

inmovilizado.

Tabla 2-1. Construccion de la curva de calibracidn para la cuantificacion de CCP por el ensayo de Lowry. Todos los
estandares se aforaron a un volumen final de 2 mL con agua destilada.

Estandar [CCP] (ug/mL) Volumen CCP* (uL) Volumen reactivo C(mL) Volumen reactivo D (pL)
Blanco -- --

1 2.5 5

2 5.0 10

3 12.5 25

4 20.0 40 1 100
5 25.0 50

6 325 65

7 40.0 80

8 50.0 100

*A partir de una solucién de CCP de 1 mg/mL

2.4.6 Procedimiento del inmunoensayo en microdispositivo

La Figura 2-2 muestra la representacion esquematica del inmunoensayo. Primero, los
microdispositivos se colocaron sobre una torre de imanes y se adicioné un volumen adecuado
con ayuda de una micropipeta (Finnpipette F1, Thermo Scientific) de MNPs-CCP (concentracidn
10 mg/mL; 70.9 £ 5.4 ug CCP/mg MNPs) previamente sonicadas durante 30 s, reteniendo las
nanoparticulas magnéticas conjugadas con el antigeno dentro del microcanal. Los siguientes
pasos requirieron un volumen de 6 plL de cada solucién. Se adiciond al microcanal una solucién
de SAF (blanco), estandar anti-CCP (1-2000 U/mL) o muestra de plasma diluida 1:100 en SAF con
un tiempo de incubacién apropiado. Posteriormente, el anticuerpo policlonal anti-h-IgG-HRP se
introdujo y se incubd durante un tiempo adecuado. Después de cada incubacién a temperatura

ambiente, las MNPs conjugadas se lavaron 5 veces con solucién de lavado (SAF que contenia
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Tween 80 al 0.5% y BSA al 0.5%). Finalmente, se inyectd el sustrato cromogénico (TMB/H,0,) y la
reaccidon enzimatica se llevd a cabo en oscuridad a temperatura controlada de 22 °C y 37 °C
empleando un controlador de temperatura para microdispositivos (Meros TCU-125, dolomite)
durante un tiempo de reacciéon enzimatica adecuado. El producto de reaccion se recolectd

inmediatamente en puntas de micropipeta para su posterior medicion.

:C':?s MNPs-CCP (a)
\\(/ anti-CCP 4 (\

e - - - -

Ny
A anti-h-lgG-HRP (d) (C)

(b)

=~
::':.. 202 \\// \N qk
TMB/H,0 ; \ N 1

... TMBoxidado | “:-

Figura 2-2. llustracidn esquematica del procedimiento para la realizacién del inmunoensayo en el microdispositivo.
(a) Inmovilizacion de MNPs conjugadas con el antigeno CCP; (b) unidn selectiva de los anticuerpos anti-CCP; (c)
adicion del anticuerpo conjugado anti-h-IgG-HRP; y (d) reaccidon enzimatica al adicionar la solucién cromogénica
TMB/H20: y desarrollo del producto colorido por el proceso de oxidacidn de TMB.

2.4.7 Sistema de deteccion

La absorbancia se midio espectrofotométricamente a A = 650 nm ajustando el blanco con agua
destilada por medio de un microdispositivo de PDMS como microcelda de flujo con un disefio en
Z.El esquema del sistema de deteccidn se muestra en la Figura 2-3. Este consiste en un microcanal
con un paso 6pticode 1 cm, 362 + 7 um de anchoy 96 + 6 um de profundidad (volumen total 0.35
L), acoplado con fibras dpticas de 200 um (FIBER 200-UV, Ocean Optics), una fuente de luz multi-
LED (BluLoop, Ocean Optics) y un detector UV-Vis (USB4000, Ocean Optics). El producto de
reaccion recolectado se ingreso al paso éptico con una micropipeta y la sefial se registrd y midid
a través del programa SpectraSuite. Este sistema de deteccién se seleccioné después de probar
la deteccion por medio de andlisis de imagenes cuyas caracteristicas se pueden consultar en el

Anexo 1.
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Microdispositivo

Entrada
Fuentede luz Detector
UV-Vis

Salida

Fibras Opticas

Figura 2-3. llustracién del sistema de deteccidn. El microdispositivo cuenta con un microcanal con disefio en Z
simulando una celda de flujo con paso éptico de 1 cm, 362 + 7 um de ancho y 96 + 6 um de profundidad (volumen
total 0.35 uL) acoplado a una fuente de luz multi-LED y un detector UV-Vis. Absorbancia medida a A = 650 nm.

2.4.8 Establecimiento de las condiciones de reaccion del inmunoensayo

Se seleccionaron y estudiaron tres diferentes parametros con la finalidad de mejorar el
funcionamiento del inmunoensayo en el microdispositivo: (1) tiempo de incubacién de anti-CCP
y anti-h-1gG-HRP, (2) la cantidad de las MNPs-CCP retenida en el microcanal y (3) el tiempo y la

temperatura de la reaccidén enzimatica. Cuyo procedimiento se describe a detalle a continuacién.

2.4.8.1 Tiempo de incubacion de anti-CCP y anti-h-IgG-HRP

Para disminuir el tiempo total del inmunoensayo manteniendo una seial de absorbancia alta,
se decidid emplear un blanco (SAF) y un estandar de anti-CCP 20 U/mL para realizar seis
inmunoensayos con condiciones experimentales diferentes por triplicado. Los tiempos de
incubacién iniciales seleccionados fueron los recomendados por el kit ELISA (tiempo de
incubacion de anti-CCP 60 min y tiempo de incubacién anti-h-IgG-HRP 30 min), posteriormente
éstos se fueron disminuyendo a la mitad para los siguientes experimentos. Asi, los tiempos de
incubacién estudiados para anti-CCP fueron 60 min, 30 min, 15 min, 7 min, 3 min y 1.5 min,
mientras que para anti-h-IgG-HRP fueron 30 min, 15 min, 7 min, 3 min, 1 min y 30 s. En todos los

casos el tiempo de reaccidén enzimdtica fue de 15 min a 22 °C.

2.4.8.2 Cantidad de MNPs-CCP retenida
Dos diferentes volumenes de nanoparticulas: (1) 1 uL de MNPs-CCP (equivalente a 0.01 mg de
MNPs = 0.71 pug de CCP), y (2) 5 uL de MNPs-CCP (equivalente a 0.05 mg de MNPs = 3.55 ug de

CCP), fueron seleccionados para realizar el inmunoensayo en el microdispositivo, por triplicado,
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empleando un blanco (SAF) y dos estandares de anti-CCP de 20 U/mL y 400 U/mL. En todos los
casos, el tiempo de incubacidon para anti-CCP y anti-h-IgG-HRP fueron 1.5 min y 30 s,

respectivamente, con un tiempo de reaccién enzimatica de 15 min a 22 °C.

2.4.8.3 Tiempo y temperatura de la reaccidon enzimatica
Se realizaron por triplicado inmunoensayos en el microdispositivo a 22 y 37 °C empleando un
blanco (SAF) y estandares de anti-CCP de 20 y 400 U/mL. El tiempo de incubacién para anti-CCP
fue 1.5 min y para anti-h-IgG-HRP de 30 s con un tiempo de reaccidon enzimatica de 15 min.
Posteriormente, tres tiempos de reaccion enzimatica (5, 10 y 15 min) fueron estudiados con el

proposito de disminuir el tiempo total del ensayo a una temperatura de 37 °C.

2.4.9 Andlisis de microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las MNPs antes y después de la conjugacién con CCP, asi como una muestra de nanoparticulas
magnéticas una vez finalizado el inmunoensayo, se analizaron mediante la técnica de microscopia
electrénica de transmisién (TEM). Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 0.6 pL de
las nanoparticulas magnéticas se diluyeron en 2 mL de isopropanol y se dispersaron durante 5
min en un bafio ultrasénico. Después, se afiadieron 5 plL de la dispersion a 2 mL de isopropanol
mas 0.3 pL de Tween-80. Para la toma de imagenes se utilizd un microscopio electrdnico de
transmisién (JEOL JEM-2010) con un voltaje de aceleracién de 200 kV y una camara digital de alta
velocidad (Gatan Orius SC200). Las imagenes resultantes se analizaron mas tarde con el programa

Gatan Microscopy Suite.

2.4.10 Construccion de las curvas de calibracion y analisis de muestras

Empleando el tiempo de incubacién establecido para el inmunoensayo en el microdispositivo
(anti-CCP 1.5 min y anti-h-IgG-HRP 30 s) se construyeron cuatro curvas de calibracion con un
intervalo de concentracion de anti-CCP entre 1y 2000 U/mL. Dos de ellas a 22 °C con tiempos de
reaccion enzimatica de 15 y 30 min, y las ultimas dos a 37 °C con tiempo de reaccidon enzimatica
de 15y 10 min. Las muestras de plasma (control positivo y negativo) se diluyeron en una relacion
1:100 en SAF antes de su analisis en el microdispositivo. Para comparar la cuantificacién de anti-
CCP en el método desarrollado, se empled un método convencional en microplaca (anti-CCP ELISA

kit)*>° como referencia cuyo procedimiento se muestra en el Anexo 2.
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2.4.11 Evaluacion de la precision: repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio

Se empled el estandar de anti-CCP de 20 U/mL para medir la absorbancia por duplicado
diariamente durante siete dias. Con los resultados obtenidos se realizé un analisis de varianza de
una sola via (ANOVA) para determinar la precisién de la metodologia en términos de repetibilidad

y reproducibilidad intralaboratorio.

2.4.12 Tiempo de vida de los microdispositivos

Se emplearon tres microdispositivos para realizar el inmunoensayo midiendo la seiial del
blanco (solucidn de SAF). Posteriormente, las MNPs-CCP se retiraron y los microcanales se lavaron
con agua destilada en bafio de ultrasonido durante 15 minutos y se secaron con aire a presion.
Empleando los mismos tres microdispositivos, se realizé el inmunoensayo con el control positivo
de plasma sin diluir y se registro el valor de absorbancia, enseguida las MNPs-CCP se retiraron y
los microcanales se lavaron como se menciond anteriormente. El procedimiento descrito se
repitié cinco veces durante un dia y se compararon las mediciones de blanco y control positivo,

empleando siempre entre cada medicion un volumen nuevo de MNPs-CCP.

2.5 RESULTADOS Y ANALISIS

2.5.1 Caracterizacion de los microdispositivos

El disefio de los microdispositivos consiste en un microcanal lineal simple con las siguientes
dimensiones: longitud 1 cm; ancho 94 + 12 um y profundidad 207 £ 13 um para el microchip
empleado durante los experimentos iniciales; longitud 1.5 cm, profundidad 225 um #+ 25 um,
ancho 967 um + 15 um y volumen total 3.2 puL + 0.4 uL, para el microdispositivo utilizado durante
los inmunoensayos. En la Figura 2-4 se muestra una fotografia de este ultimo microdispositivo y

una vista de su seccion transversal.

Figura 2-4. Imagen del microdispositivos construido para la realizacion del inmunoensayo. (a) Fotografia de tres
microdispositivos de PDMS fabricados, (b) vista al microscopio de la seccion transversal del microcanal una vez
sellado, objetivo 10x.
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2.5.2 Experimentos iniciales

2.5.2.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de hierro (MNPs) y nanoparticulas
magnéticas de hierro recubiertas con oro (GMNPs)

Para los experimentos iniciales se decidid emplear MNPs y GMNPs sintetizadas en el
laboratorio para hacer multiples pruebas sin comprometer el kit de nanoparticulas magnéticas
que se emplearia para la inmovilizacion del antigeno. En la Figura 2-5(a) se muestra la suspension
de MNPs y GMNPs en PEG-6000 0.025 mol/L. Ambas son ligeramente diferentes entre si debido
a un cambio de color; las GMNPs presentaron una coloraciéon un poco mas clara debido a la
presencia del recubrimiento con oro. En la Figura 2-5(b) se puede observar el efecto de un iman

al colocarlo en la parte inferior de la suspensién de las nanoparticulas magnéticas.

‘”Q* O - J o
sy __

Figura 2-5. Suspension de nanoparticulas magnéticas de hierro de concentracion de 10 mg/mL. (a) sin recubrimiento
con oro (MNPs) y con recubrimiento con oro (GMNPs); (b) Retencion en la parte inferior del frasco al colocar un iman.

2.5.2.2 Pruebas de retencion de GMNPs dentro del microcanal empleando imanes

Para esta serie de experimentos se decidié emplear la suspension de GMNPs ya que el
recubrimiento con oro les otorgd una mayor estabilidad en comparacién con las nanoparticulas
magnéticas de 6xido de hierro. En la Figura 2-6 se muestran las imagenes tomadas tras cada paso
de la simulacidon de ELISA empleando bombas de jeringa con un solo imdn (BJ), puntas de
micropipeta con un solo iman (PM1) y puntas de micropipeta con dos imanes (PM;). Como se
aprecia en la imagen, el uso de bombas de jeringa perturba ligeramente la presién dentro de los
microcanales, por lo que las nanoparticulas magnéticas se mueven minimamente con la presencia
de un Unico iman. Sin embargo, cuando se recrean las condiciones ingresando los “reactivos” con
puntas de micropipeta con un solo iman, las GMNPs no son retenidas con la suficiente fuerza y su
posicidn se modifica cada vez que se ingresa un nuevo colorante debido a los cambios de presion
generados al quitar y poner tanto la punta de micropipeta, ademads de que, al introducirse

manualmente, el caudal de entrada es mucho mayor, lo que desplaza poco a poco a las GMNPs
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de su posicidn inicial. El problema descrito anteriormente se solucioné al colocar un doble iman
en la zona de retencién de GMNPs (en la parte superior e inferior del microcanal); al haber un
mayor campo magnético se confiere una mayor estabilidad a las nanoparticulas retenidas
manteniéndolas practicamente en su posicién inicial con muy ligeros cambios pese a las
perturbaciones que pudiera provocar el poner y retirar la punta de micropipeta y el alto caudal
de entrada durante el nUmero de pasos del ensayo tipo ELISA realizado. Lo anterior se corrobord
al calcular el porcentaje de area que ocupan las nanoparticulas dentro del microcanal después de
cada uno de los siete pasos de la simulacidn del ELISA. La Figura 2-7 muestra los porcentajes de
area promedio de las GMNPs, los cuales permanecen constantes con un valor promedio de
alrededor de 50 % a través del nimero de pasos realizados, lo que rectifica que el empleo de al

menos dos imanes es el adecuado para la retencion de las nanoparticulas.

Agua Colorante Colorante
GMNPs destilada azul rojo
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Figura 2-6. Imagenes tomadas tras cada paso de la simulacién de ELISA empleando bombas de jeringa con un solo
imdn (BJ), puntas de micropipeta con un solo iman (PM1) y puntas de micropipeta con dos imanes (PM:) para el
ingreso de los diferentes colorantes.

PM,

Debido a que se desea introducir al microdispositivo los reactivos con una micropipeta para
conferir practicidad al método, los experimentos posteriores emplearon no sélo pequefios trozos
de imdn, sino también una torre de imanes debajo del microcanal, para ayudar a mejorar aun mas
su retenciéon. Ademas, se aumentod el ancho y la longitud del microcanal para tener una mayor

superficie de contacto con las nanoparticulas al momento de realizar el inmunoensayo.
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Figura 2-7. Porcentajes de area que ocupan las GMNPs retenidas por dos imanes dentro del microcanal después de
cada uno de los pasos de simulacion de ELISA empleando una micropipeta para su ingreso al microdispositivo (n = 3).

2.5.3 Conjugacion del péptido ciclico citrulinado (CCP) con las nanoparticulas

magnéticas (MNPs)

En la Figura 2-8 se muestra un esquema general del proceso de conjugacién de nanoparticulas
magnéticas (MNPs) con péptidos/proteinas. El paso primordial corresponde a la activacién de los
grupos carboxilo en la superficie de las MNPs, requiriendo la adicién de dos reactivos, una
carbodiimida (EDC) la cual se enlaza al acido carboxilico formando un intermediario inestable, y
una N-hidroxisuccinimida (NHS), que forma un NHS-éster susceptible al ataque de una amina

primaria libre del péptido/proteina, uniéndose por medio de un enlace amida muy estable.

5 2 = 0
Acido carboxilico /@
N
2 cr- H
OH ~e .
Enlace amida estable

Ci-

N L

nd
0 =0
0
Intermediario o
; 0
(inestable) 0sd 3 ®/NH2

\\C\\ 0 0
EDE NK Amina-reactiva i
(carbodiimida) Hojié Sulfo-NHS éster ArTuna )
0 primaria
sulfo-NHS

Figura 2-8. Esquema del proceso de conjugacion de proteinas con el kit LinkAmine MAGNETIC. (1) Nanoparticula
magnética y (2) Cadena del péptido/proteina. Imagen adaptada de Thermo Scientific Crosslinking Technical
Handbook.!®!
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La Figura 2-9 corresponde a la curva de calibracién para la cuantificacion de CCP por el ensayo
de Lowry. El comportamiento observado se ajustd a una funcién lineal (R?=0.9978) con un

intervalo de cuantificacion de anti-CCP de 2.5 a 25 ug/mL.

En la Tabla 2-2 se muestra la concentracién de la solucion del péptido al inicio y al final del
proceso de conjugacidon con las nanoparticulas magnéticas. La diferencia entre ambas
concentraciones representa la concentracién de CCP conjugada a la nanoparticula. Se determind
la cantidad de CCP conjugado por mg de MNPs considerando que la concentracién de las

nanoparticulas magnéticas es 10 mg/mL, de acuerdo con la Ecuacién 2-1.

04
03 +
8 |
e 024
©
2 j
[=]
3 0.1
&L = y =0.0125x + 0.0194
] R==0.9978
O IIIIIII\II\\\\}IIIIIIIIIII\I\

[CCP] ug/imL

Figura 2-9. Curva de calibracion para la cuantificacion de CCP por medio del ensayo de Lowry. Intervalo lineal 2.5 a
25 pg/mL (n = 3).

Tabla 2-2. Resultados para la cuantificacion de la concentracién de CCP conjugado con las MNPs (n = 3).
Muestra [CCP] ug/mLx S [CCP conjugado] pg/mL+t S

Inicio 1042.77 £ 61.51
Final 332.80+£9.51

709.97 £53.90

[CCP conjugado] ug/mL _ 709.97 ug/mL

= =70.99 ug CCP MNP i6n 2-
[MNPs]mg/mL 10 mg/mL “g /mg s Ecuacién 2-1
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2.5.4 Establecimiento de las condiciones de reaccion del inmunoensayo

Los anti-CCP se consideran biomarcadores sensibles y especificos para el diagnéstico
diferencial de AR.132%52 E| valor de corte para el diagndstico de la enfermedad se calcula como el
punto maximo del drea bajo la curva al construirse una curva de caracteristicas receptor-operador
(ROC, por sus siglas en inglés). ROC es una grafica de la tasa de verdaderos positivos contra la tasa
de falsos positivos, en otras palabras, muestra la relacién entre sensibilidad y especificidad del
método analitico.'® Para la cuantificacion de anti-CCP realizada en este estudio, se consideré el

valor de corte de 20 U/mL, el cual es proporcionado por el Kit ELISA anti-CCP empleado.

El tiempo de incubacion después de la adicién de anti-CCP y anti-h-IgG-HRP son pasos criticos
para el correcto funcionamiento del inmunoensayo. Los resultados de absorbancia para los seis
experimentos con diferente tiempo de incubacidon mostraron que, independientemente de la
disminucion en el tiempo de incubacidn, la seial analitica para el blanco y para el estandar de
anti-CCP permanece practicamente constante, sin cambios significativos como se observa en la
Figura 2-10. Estos resultados sugirieren que al emplear los microdispositivos, es posible disminuir
el tiempo de analisis en comparacién con el método convencional en microplaca la cual tiene una

duracion de 1 h 45 min.

m Blanco
0.3 1 mant-CCP 20 U/mL

5
Q 0.2 -
]
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[
2
e 01 T
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1 2 3 4 5 6
Condiciéon experimental

Figura 2-10. Mediciones de absorbancia para un blanco y un estandar de 20 U/mL anti-CCP empleando 1 uL de MNPs-
CCP bajo diferentes tiempos de incubacion de anti-CCP y anti-h-IgG-HRP: (1) 60 min y 30 min; (2) 30 min y 15 min;
(3) 15 min 'y 7 min; (4) 7 miny 3 min; (5) 3 miny 1 min; y (6) 1.5 miny 30 s. Tiempo de reaccion enzimatica 15 min a
22 °C. Mediciones de absorbancia a A = 650 nm (n = 3).

Ademsds, se evalud si la cantidad de MNPs-CCP retenida en el microcanal afectaba la
absorbancia medida. Los resultados experimentales para un blanco y estandares de anti-CCP de

20 U/mL y 400 U/mL se muestran en la Figura 2-11. A pesar de que se esperaba una marcada

——
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diferencia entre la absorbancia de los estandares, los resultados fueron muy similares: 0.189 +
0.020 (anti-CCP 20 U/mL) contra 0.208 + 0.027 (400 U/mL) para 1 puL de MNPs-CCP; y 0.194 +
0.024 (20 U/mL) contra 0.185 + 0.16 (400 U/mL) para 5 pL de MNPs-CCP. Por lo tanto, no existe
diferencia estadisticamente significativa entre ambas condiciones experimentales, lo que implica
gue no es necesario utilizar grandes cantidades de MNPs-CCP para llevar a cabo el inmunoensayo.
Este comportamiento podria atribuirse a los cortos tiempos de incubacion seleccionados (1.5 min
para anti-CCP y 30 s para anti-h-IgG-HRP) aunado al hecho de que puede existir un impedimento
estérico entre las mismas MNPs-CCP que limite la unién del Ab Unicamente al Ag inmovilizado en
las nanoparticulas mas expuestas dentro del microcanal, por lo que, pese al aumento de la
cantidad de MNPs-CCP la cantidad de anti-CCP unido es similar. Con el propdsito de disminuir el
tiempo total de andlisis del inmunoensayo y mantener un bajo el volumen de reactivos, se

seleccioné 1 pL de MNPs-CCP para realizar los experimentos posteriores.

0.4

= Blanco
= anti-CCP 20 U/mL
0.3 4 ®anti-CCP 400 U/mL

Absorbancia

1uL 5uL
Volumen de MNPs-CCP

Figura 2-11. Mediciones de absorbancia para el blanco y estandares de anti-CCP empleando el inmunoensayo en
microdispositivo con diferentes cantidades de MNPs-CCP. Tiempos de incubacion anti-CCP 1.5 min, anti-h-lgG-HRP
30's, tiempo de reaccion enzimatica 15 min a 22 °C. Mediciones de absorbancia a A = 650 hm (n = 3).

Para averiguar si era posible un aumento en la sefial analitica del estandar de anti-CCP de 400
U/mL, se estudid la influencia de la temperatura durante el proceso de reaccidn enzimatica. La
temperatura 6ptima para la enzima peroxidasa de rabano picante se ha estudiado previamente,
encontrando una pérdida en la actividad de la enzima a temperaturas inferiores a 37 °C y
superiores a 40 °C.»>* Por lo tanto, se selecciond una temperatura de reaccion enzimatica de 37 °C,
ademads de 22 °C. Las mediciones de absorbancia mostraron una diferencia significativa entre los
estandares de anti-CCP de 20 U/mLy 400 U/mL a 37 °C (Figura 2-12), lo cual es indispensable para

la posterior construccidn de la curva de calibracion.
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Figura 2-12. Mediciones de absorbancia para un blanco y estandares de anti-CCP empleando 1 pL de MNPs-CCP a
dos temperaturas de reaccién enzimatica diferentes. Tiempo de incubacion anti-CCP 1.5 min, tiempo de incubacién
anti-h-1gG-HRP 30 s, y tiempo de reaccion enzimatica 15 min Mediciones de absorbancia a A = 650 nm (n = 3).

También se demostrd que un tiempo de reaccién enzimatica de 5 min no es suficiente para
obtener una sefial diferencial entre el blanco y el estandar anti-CCP de 20 U/mL. Sin embargo, un
tiempo de 10 min es suficiente para alcanzar la saturacion de los sitios activos de la enzima,

obteniendo una sefial analitica equivalente a la obtenida con 15 min de reaccidn (Figura 2-13).

0.3
mBlanco
{ manti-CCP 20 U/mL

S02
)
o
‘U .
o
S
@ 0.1 1
8
< -

0 -

15 min 10 min 5 min
Tiempo de reaccion enzimatica

Figura 2-13. Mediciones de absorbancia para un blanco y un estandar de anti-CCP de 20 U/mL empleando 1 uL de
MNPs-CCP con diferentes tiempos de reaccion enzimatica. Tiempo de incubacién anti-CCP 1.5 min, tiempo de
incubacion anti-h-IgG-HRP 30 s, y temperatura de reaccion enzimatica 37 °C. Mediciones de absorbancia a A=650 nm

(n=3).

Asi, las condiciones de reaccidén seleccionadas para el inmunoensayo en el microdispositivo
fueron: 1 uL de MNPs-CCP (equivalente a 0.01 mg de MNPs = 0.71 pg de CCP), tiempo de
incubacién anti-CCP de 1.5 min, tiempo de incubacién anti-h-IgG-HRP de 30 s, y tiempo de

reaccion enzimatica de 10 min a 37 ° C. Tiempo total de analisis de 12 min.
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2.5.5 Analisis por microscopia electronica de transmision (TEM)

La aglomeracién es una caracteristica comun de las particulas en los sistemas acuosos y ocurre
cuando las nanoparticulas dispersas individualmente se agrupan. La razén es que las particulas a
nanoescala exhiben una enorme energia superficial debido a su mayor proporciéon de atomos de
superficie y tienden a adherirse entre si para reducirla. Ademas, el proceso de aglomeracion se
maximiza en las nanoparticulas magnéticas debido a la existencia de atraccién dipolo-dipolo entre
ellas.'™ Este fendmeno puede reducirse o erradicarse con la adicion de tensioactivos al sistema
acuoso. Por este motivo, para obtener una mejor visualizacion de las nanoparticulas, se decidié

anadir un pequefio volumen de tensioactivo Tween 80 durante la preparacion de la muestra.

Las imagenes TEM se muestran en la Figura 2-14. Las nanoparticulas magnéticas sin
conjugacién de CCP (Figura 2-14(a)) se observan bien definidas, lo que significa que es facil
distinguirlas entre si con un tamafio de particula de alrededor de 10 nm. Las MNPs conjugadas
con CCP mostraron la encapsulacion de las nanoparticulas, formando una especie de vesiculas
donde el péptido CCP se unid a la superficie (Figura 2-14(b)), lo que provocdé un aumento de su
tamafo hasta alrededor de 200 nm. Este aumento de tamafio fue aun mads notorio al analizar la
imagen de las MNPs-CCP al concluir el inmunoensayo, en este caso, el tamafio de la nanoparticula
se incrementd al menos al doble del tamaiio anterior con un promedio de alrededor de 450 nm
debido a la unién de los anticuerpos involucrados en el inmunoensayo en la superficie de la
nanoparticula como se ve en la Figura 2-14(c). Por tanto, el tamafio de la nanoparticula magnética
aumentd en funcién del nimero de anticuerpos conjugados lo que corroboran la unién correcta

durante el procedimiento del inmunoensayo.

Figura 2-14. Imagenes TEM de las nanoparticulas magnéticas. (a) MNPs sin conjugacién. (b) MNPs-CCP. (c) MNPs-
CCP después de terminar el proceso del inmunoensayo.
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2.5.6 Deteccion y cuantificacion de anti-CCP en el microdispositivo

El principio del ensayo se basé en la unién de anti-CCP presente en los estandares o en la
muestra de plasma diluida al antigeno (CCP) conjugado a las MNPs (70.9 + 5.4 ug CCP/mg MNP).
Después del tiempo de incubacién, las MNPs-CCP se lavaron para eliminar los componentes no
reactivos. El siguiente paso implicé la adicidén de la solucidén conjugada de anticuerpo con enzima
anti-h-1gG-HRP, la cual reconocié los anticuerpos de clase IgG unidos a los antigenos inmovilizados.
Después del tiempo de incubacién, cualquier exceso de enzima conjugada no especificamente
unida se elimind por lavado. Finalmente, se agregd una solucién de sustrato cromogénico que
contiene TMB con H;0; para comenzar la reaccidon enzimatica, dejando suficiente tiempo para el
desarrollo del producto de reaccion colorido debido a la oxidacion de TMB. La cantidad de color
fue directamente proporcional a la concentracién de anti-CCP presente en el estandar o en las
muestras. Las sefiales de medicidn espectrofotométrica tipicas obtenidas se muestran enla Figura
2-15(a).

2.5.6.1 Construccion de curvas de calibracién

Las curvas de calibracion de anti-CCP (1 — 2000 U/mL) construidas a 22 °C se presentan en la
Figura 2-15(b). Los limites de deteccién (LOD) 0.70 U/mL (15 min) y 0.71 U/mL (30 min) se
determinaron considerando el promedio de la senal del blanco (n = 10) mas tres desviaciones
estandar (S). A pesar de la diferencia en el tiempo de reacciéon, ambos resultados fueron
equivalentes y estan muy por debajo del valor de corte (20 U/mL). Sin embargo, se observa una
notoria diferencia entre ambas curvas de calibracién. Con un tiempo de reaccién enzimatica de
15 min a 22 ° C, la absorbancia medida permanecié constante después de que una concentracién
de 40 U/mL, por lo que, bajo estas condiciones experimentales, sdlo es posible tener una
deteccidon cualitativa de los anticuerpos. Sin embargo, si el tiempo de reaccién enzimatica
aumenta hasta 30 min, es factible tener sefiales diferenciales para cada concentracién de
estandar de anti-CCP y cuantificar el anticuerpo. Al incrementar la temperatura a 37 °C se
obtuvieron sefales analiticas equivalentes a las obtenidas con 22 °C y 30 min de reaccién, pero
con un tiempo de reaccidon enzimatica mas corto, ver Figura 2-15(c). Una temperatura mas alta
ayudo a tener una reaccion enzimatica mas rapida manteniendo los mismos valores de LOD (0.70
U/mL alos 10 min y 0.62 U/mL a los 15 min). Por lo tanto, con el propdsito de reducir el tiempo
total del inmunoensayo en el microdispositivo, se eligié el tiempo de reaccidon enzimdatica de 10

minutos a 37 °C para probar el método desarrollado con muestras de plasma reales.
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2.5.6.2 Andlisis de muestras reales de plasma y comparacion con el
método convencional

La cuantificacién de los controles de plasma positivo y negativo diluidos 1:100 en SAF se llevé
a cabo bajo las condiciones de reaccién establecidas para el inmunoensayo en el microdispositivo.
Los resultados se presentan en la Tabla 2-3. La concentracién de anti-CCP para la muestra de
plasma del paciente diagnosticado con AR tuvo un fuerte valor positivo (>1500 U/mL), mientras

gue la absorbancia de control negativo fue menor al valor del limite de deteccién.
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Figura 2-15. Deteccion y cuantificacion de anti-CCP. (a) Espectro de absorcion tipico para diferentes concentraciones
de anti-CCP empleando el inmunoensayo en microdispositivo (tiempo de reaccidén enzimatica 10 min a 37 °C). (b)
Curvas de calibracion del inmunoensayo en microdispositivo para 15 y 30 minutos de reaccion enzimdtica a 22 °C (n
= 3). (c) Curvas de calibracion del inmunoensayo en microdispositivo para 10 y 15 minutos de reaccidn enzimatica a
37 °C (n=3). (d) Comparacion entre las curvas de calibracion del inmunoensayo en microdispositivo (n = 3) e
inmunoensayo de placa de microtitulacion (n=2). Las lineas discontinuas en (b), (c) y (d) representan la sefial del
blanco + 3 S. Mediciones de absorbancia a A = 650 nm para inmunoensayo de microdispositivoy a A = 450 nm para
EL kit ELISA anti-CCP.
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Para comparar el rendimiento del inmunoensayo, se construyé una curva de calibracion de
anti-CCP en el mismo intervalo de concentracién del inmunoensayo en el microdispositivo (1 —
2000 U/mL) siguiendo las instrucciones del método convencional de placa de microtitulacién del
kit anti-CCP ELISA.**° Asimismo, se realiz6 la cuantificacion de los controles positivo y negativo. La
concentracion de anti-CCP en el control positivo fue muy similar entre los dos métodos vy, en
ambos casos, no se pudo cuantificar el control negativo. Ademas, empleando el kit ELISA el LOD
determinado fue de 11.50 U/mL (al menos 16 veces mayor que al emplear el microdispositivo). Si
comparamos las curvas de calibracion entre los dos métodos (Figura 2-15(d)), existe una mayor
sensibilidad a bajas concentraciones cuando se trabaja con el microdispositivo. Este resultado
podria atribuirse a la alta relacién superficie/volumen de las MNPs-CCP*® retenidas formando
una aglomeracion 3D y concentradas en un solo lado del microcanal (Figura 2-16), lo que ayudd

a tener un area de contacto mas grande entre el antigeno y el anticuerpo detectado.

500 uym
—

MNPs-CCP

Microcanal

Figura 2-16. Retencién de las MNPs conjugadas con CCP dentro del microcanal al colocarse una torre de imanes.

Por lo tanto, el método de microdispositivo ofrece la posibilidad de detectar y cuantificar
concentraciones mas bajas de anti-CCP, lo que es importante para predecir el posible desarrollo
de la enfermedad en pacientes propensos.'>” Sin embargo, a concentraciones més altas de anti-
CCP, la absorbancia medida con el microdispositivo es notoriamente menor que la obtenida con
el kit. La reduccién en la sensibilidad podria atribuirse a la saturaciéon en la superficie de los MNP-
CCP. Por lo tanto, es probable que se requiera una cantidad mayor de 5 pL de nanoparticulas para
obtener valores de absorbancia mas altos. Como el propdsito del inmunoensayo en el
microdispositivo es reducir el volumen de reactivos empleados y el tiempo de anilisis, la

sensibilidad del método desarrollado se considera adecuada para la cuantificacion.

La Tabla 2-3 resume los resultados para el inmunoensayo de microdispositivo y el método
convencional de placa de microtitulacion. El primero mostrd el valor mas bajo de LOD (0.70 U/mL

tiempo de reaccién enzimatica 10 min a 37 °C), ademas presentd las ventajas de requerir un
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volumen de muestra mucho mds pequefio (6 pL) y un tiempo de ensayo mas corto (12 min).
Asimismo, la concentraciéon de anti-CCP en el control positivo fue muy similar entre los dos
métodos, y en ambos casos, el control negativo no pudo ser cuantificado. Se realizé una prueba t
de Student para comparar las medias de ambos métodos mostrando que no hay diferencias

estadisticamente significativas por lo que ambos métodos son equivalentes (Anexo 3).

Tabla 2-3 Comparacion de los resultados del inmunoensayo empleando el microdispositivo y el kit ELISA
convencional para la cuantificacion de biomarcadores anti-CCP.

Caracteristica Inmunoensayo en microdispositivo  Inmunoensayo en microplaca
Volumen 6 pL 100 pL
LOD 0.70 U/mL 11.50 U/mL
Tiempo de analisis 12 min 105 min
[anti-CCP] Control positivo 1505.19 +317.13 U/mL 1594.50 + 173.24 U/mL
[anti-CCP] Control negativo NC NC

NC: No cuantificable, valor de A < LOD

2.5.7 Evaluacion de la precision: repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio

En general, los andlisis con pequefos volimenes de muestras y reactivos conducen a mayores
errores que cuando se analizan volumenes mas grandes. Para demostrar que la precisiéon de la
metodologia propuesta es al menos similar a la del kit ELISA, se realizé un analisis de repetibilidad
(variacion de la absorbancia de un estandar anti-CCP de 20 U/mL en un dia empleando la misma
equipo y analista) y de reproducibilidad intralaboratorio (variacion de la absorbancia de un
estandar anti-CCP de 20 U/mL entre diferentes dias, utilizando el mismo equipo y analista). Los

resultados de la medicidn de absorbancia por duplicado se localizan en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4. Resultados para la medicion de la precisién del método analitico al medir por duplicado la absorbancia
de un estandar de anti-CCP 20 U/mL durante siete dias.

A A=650 nm +S

Dia Promedio
Medicion 1 Medicidn 2
1 0.209 0.199 0.204
2 0.227 0.237 0.232
3 0.212 0.226 0.219
4 0.220 0.227 0.224
5 0.238 0.236 0.237
6 0.205 0.209 0.207
7 0.205 0.227 0.216

PROMEDIO TOTAL 0.220
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Con un analisis de varianza (ANOVA) de un factor se obtuvo la suma de cuadrados (SC), los
grados de libertad (GL) y el cuadrado medio (CM) de la variacidn de las absorbancias entre dias y

dentro de dias (Tabla 2-5) que seran de utilidad para el calculo de la precision.

Tabla 2-5. Analisis de varianza de un factor para la determinacién de la precision de la metodologia.

Origen de la variacion SC GL cM
Entre dias 0.001773857 6 0.000295643
Dentro de dias 0.0004745 7 6.7785 x 10~
Total 0.002248357 13

La repetibilidad (S3), mide la variacién de |a sefial analitica de la muestra obtenida en un mismo

dia (dentro de dias) y se calculé considerando la Ecuacion 2-2.

2 — ..
SR - CMdentro de dias Ecuacion 2-2

La reproducibilidad intralaboratorio o precisién intermedia (S& ), se determiné con las

Ecuaciones 2-3y 2-4, en donde nj corresponde al numero de réplicas realizadas por dia (nj = 2).

§2 — CMentre dias — CMdentro de dias Ecuacion 2-3
nj
Sir=SE+S? Ecuacion 2-4

Por ultimo, se expresd la repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio en términos de

porcentaje con base en las Ecuaciones 2-5y 2-6.

SR \/CMdentro de dias ..
bili = = Ecuacion 2-5
Repetibilidad <Pr0medi0 total) 100 (Promedio total 100

Reproducibilidad = ( Swr )100 = Sivr 100 Ecuacion 2-6
Promedio total Promedio total
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La repetibilidad obtenida fue de 3.8 %, mientras que la reproducibilidad fue de 6.1 %. Ambos
porcentajes son muy similares a los reportados en el manual del kit ELISA convencional (5.5 % y
6.8 % respectivamente). Estos resultados muestran que, a pesar de usar solo 6 pL para reactivos

y muestras, existe una excelente precision para el método propuesto.

2.5.8 Tiempo de vida de los microdispositivos

Se uso un control positivo sin diluir con el propdsito de exponer la mayor cantidad de anti-CCP
a las MNPs-CCP retenidas dentro del microcanal. Los resultados experimentales (Figura 2-17)
mostraron que, a pesar del gran nimero de anticuerpos, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las cinco mediciones de absorbancia para el blanco (0.116 £ 0.005), y el control
positivo sin diluir (0.457 + 0.013). Por lo tanto, los microdispositivos son reutilizables y pueden
emplearse para multiples mediciones sin una variacion significativa en las sefales. Tener
microdispositivos reutilizables es una gran ventaja atribuida al uso de MNPs-CCP como soporte
solido, ya que no hay magnetizacién remanente cuando se elimina el campo magnético, vy la

limpieza de los microcanales puede realizarse con facilidad.

0.6

mBlanco
m Plasma sin diluir
0.5 -

0.4 -
0.3 A

0.2 A

Absorbancia

0.1 A

0.0 -
1 2 3 4 5

Medicion
Figura 2-17. Medidas de absorbancia a A = 650 nm del control positivo sin diluir y blanco (SAF) empleando los mismos
tres microdispositivos para realizar el inmunoensayo.
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2.6 CONCLUSIONES

El microdispositivo desarrollado permite la determinacion de anti-CCP con un tiempo de
analisis mas corto que los empleados actualmente en métodos convencionales de microplaca (12
min contra 105 min) con una precisidn y resultados equivalentes a los del kit ELISA, y con un limite
de deteccion 16 veces menor (LOD 0.70 U/mL contra 11.50 U/mL). Los valores minimos para los
métodos actuales varian de un método a otro y de una prueba a otra, pero ninguno se ha
desarrollado actualmente con un valor de LOD tan bajo como el presentado en esta investigacion.
Ademas, el microdispositivo desarrollado tiene la ventaja de requerir solo 6 uL de muestras y
reactivos (en comparacion con los 100 pL requeridos por el método convencional), y posee la gran
ventaja de ser un microdispositivo reutilizable. Estas dos caracteristicas ayudan a disminuir el
costo del inmunoensayo. Asi, utilizando 1 mL de cada reactivo se pueden realizar casi 167 pruebas,

mientras que con el kit ELISA sélo se realizan 10.

Los resultados obtenidos utilizando un control de anti-CCP negativo y positivo mostraron que
el inmunoensayo en microdispositivo empleando MNPs conjugados con CCP como soporte sélido,
puede ser un excelente prototipo para la cuantificacién de anti-CCP, siendo un método mas
rapido, econdmico, sensible y simple que los métodos actuales. También abre una ventana de
oportunidad para la deteccidn de otro tipo de biomarcadores con la posibilidad de disminuir los

limites de deteccion actuales.
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* CAPITULO Il *

Microdispositivo basado en el efecto centrifugo y la ley de bifurcacion

para la separacion de plasma de sangre total diluida en linea

3.1 RESUMEN

La sangre total estd compuesta por eritrocitos, linfocitos, plaguetas y plasma. Los cambios
detectados en los perfiles de proteinas plasmaticas pueden reflejar condiciones fisioldgicas o
patolégicas asociadas con muchas enfermedades, convirtiendo a la sangre en el liqguido mas
importante para un diagndstico clinico. La centrifugacion es la técnica convencional mas utilizada
para la separacién de plasma sanguineo, sin embargo, este método puede consumir tiempo y
producir la hemolisis de eritrocitos si no se emplea adecuadamente. Debido a su gran versatilidad,
los dispositivos de microfluidica se han implementado como alternativa de separacién. En el
presente trabajo se disefid, fabricd y caracterizdé un innovador microdispositivo para la dilucién
de sangre total en linea con una solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) y la separacion de
plasma. El microdispositivo se construyd con una seccién transversal rectangular y microcanales
en forma de espiral mediante fotolitografia y litografia suave por moldeo de réplica. Ademas, se
modificé el ancho de los microcanales de salida con la finalidad de crear una diferencia en los
caudales que facilitara la separacién de plasma con base en la combinacién del efecto centrifugo
y la ley de bifurcacién. La pureza de separacion (o) bajo las condiciones de separacién (caudal
total entre 25 y 100 pL/min, relacidén de caudal de entrada SAF/sangre total entre 4 y 10, y
hematocrito (% HCT) entre 3 y 8) fue de alrededor del 100 %, mientras que la eficiencia de
separacion (B) se determind entre 8 y 13 %. La concentracidn de plasma separado fue entre 0.1y
0.7 % (v/v) con caudales de salida de plasma entre 3 y 7 uL/min. La calidad del plasma diluido y
separado se corroboré con una muestra de sangre de un paciente diagnosticado con AR mediante
la cuantificacién de anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP) empleando un
inmunoensayo en microdispositivo. El microdispositivo desarrollado tiene un alto potencial para

acoplarse con la deteccion y cuantificacion en linea de diferentes biomarcadores.
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3.2 INTRODUCCION

La sangre total estd compuesta por eritrocitos (gldbulos rojos), linfocitos (gldbulos blancos),
plaguetas y plasma. La proporcidon de linfocitos y eritrocitos es de 1:600-1000.%°8 Los glébulos
rojos ocupan aproximadamente el 45 % del volumen total de sangre en humanos adultos,
también conocido como porcentaje de hematocrito (% HCT). El plasma sanguineo, que representa
alrededor del 55% del volumen total de la sangre total, esta compuesto en un 95% por agua y
varios biomarcadores circulantes, dcidos nucleicos, proteinas y metabolitos.?'?3 Los anticuerpos
y antigenos presentes en el plasma permiten el diagndéstico de diversas enfermedades, sin
embargo, la correcta cuantificaciéon de ellos depende en gran medida del manejo adecuado

durante la toma y preparacién de la muestra, siendo el paso de separacion de plasma crucial.®!

La separacion de plasma se realiza cominmente mediante centrifugacion o filtraciéon por
membrana, sin embargo, estos métodos pueden estar limitados por diferentes factores como
obstruccidn de la membrana, dafio celular si las muestras no se manipulan de manera adecuada,
requieren una cantidad alta de muestra, ademas de una inversion relativamente alta de
tiempo.°+?? Debido a las posibles desventajas que pueden presentar los métodos de separacién
convencionales, las técnicas a microescala se han considerado como alternativas por ser
herramientas que permiten la manipulacién de volimenes pequefios de muestra; la portabilidad,
el rapido andlisis, el costo relativamente bajo y la integracion de varios pasos (pretratamiento de
muestra, separacioén, reacciones y deteccion) son algunos de los beneficios del uso de dispositivos
“Lab-on-a-chip” (LOC).2>'>* Por lo que, los dispositivos LOC se han convertido en un
procedimiento rentable para la separacion de plasma, sin embargo, la complejidad de la matriz

en las muestras de sangre total es el principal desafio a enfrentar.?%2

En la actualidad, se encuentran disponibles varias soluciones que permiten lograr la extraccién
de plasma de manera miniaturizada, la mayoria de los trabajos reportados se han realizado en
formato de microchip, diferencidndose entre separaciones pasivas y activas. La primera se realiza
mediante fuerzas fisicas e hidrodinamicas y el propio flujo, en donde las particulas/células se
logran separar exclusivamente por sus propiedades mecanicas, como tamaino, forma vy
deformabilidad, debido a las diferentes geometrias de los microcanales o por la fabricacion de
microestructuras dentro de los microcanales.?® Mientras que, los microdispositivos de separacién
activa requieren un campo externo adicional (acustico, eléctrico o magnético) para lograr la

separacion.??

Diferentes estudios para la separacién microfluidica de plasma sanguineo ya han sido

publicados. La mayoria de ellos utilizan mecanismos de desviacion celular, como obstdculos
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inclinados® y fuerzas de elevacién hidrodinamicas,’®°’ siendo la fuerza centrifuga® y el efecto

Zweifach-Fung (ley de bifurcacién) los mas empleados.?*%

Por ejemplo, Wu et al. reportd un microdispositivo en espiral con seccién transversal
trapezoidal y demostrd su capacidad para separar leucocitos de sangre humana diluida (1—2 %
HCT) con una eficiencia mayor a 80 %.1% Por su parte, Rafeie et al. trabajé en el desarrollo de un
microdispositivo con ocho microcanales en espiral conectados con una seccién transversal
trapezoidal para la separacidon de plasma empleando sangre humana diluida (0.5—1 % HCT), su
disefio alcanzé un caudal maximo de 24 mL/min con una alta eficiencia de separacién.® Sin
embargo, es importante recalcar que todos ellos realizan la separacién introduciendo al
microdispositivo muestras de sangre previamente diluidas; hasta la fecha, ningin trabajo ha

explorado la dilucién y su estudio dentro del mismo microdispositivo.

En este capitulo, se fabricé un microdispositivos de PDMS para la dilucién en linea de sangre
total y posterior separacién de plasma basado en el efecto centrifugo y la ley de bifurcacién. Este
microdispositivo se diferencia de los demas en su disefio, brindando la oportunidad de diluir la
sangre total empleando el mismo microdispositivo y calculando el % HCT antes de realizar la
separacion de plasma, caracteristica que no habia sido estudiada por ningun otro trabajo hasta
ahora, ademas, tiene un alto potencial para poder ser acoplado con posteriores andlisis de

biomarcadores en el plasma separado.

78

——
| —



CAPITULO II1. Microdispositivo para dilucion y separacion de plasma
¢ *

3.3 OBJETIVO GENERAL
Disefiar, fabricar y evaluar el funcionamiento de un microdispositivo en espiral de PDMS para
la dilucién en linea de sangre total y subsecuente separacion de plasma con base en el efecto

centrifugo y ley de la bifurcacién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Emplear las técnicas de fotolitografia y litografia suave por moldeo de réplica para la
fabricacidon de microdispositivos de PDMS.

e Caracterizar los microdispositivos construidos.

e Optimizar la dilucidon de sangre total y la separacién de plasma en el microdispositivo
evaluando pardametros como: disefio de los microcanales, porcentaje de nivel de
hematocrito en las muestras de sangre y caudal empleado.

e Determinar el caudal de salida, asi como la concentracién del plasma diluido y separado.

e Calcular la purezay eficiencia de la separacién de plasma.

e Corroborar la calidad del plasma separado por medio de la cuantificacién de un

biomarcador presente en el mismo.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Reactivos

La resina fotosensible SU-8 3035 se adquirié de Microchem Inc., el kit de polidimetilsiloxano
(PDMS) Sylgard 184 y el surfactante TRITON™ X-100 se adquirieron de Dow Corning Corporation,
2-propanol, acetato de éter monometilico de propilenglicol, nanotubos de carbono multipared
(didmetro 110—170 nm, longitud 5—9 um), glicerina y la solucién amortiguadora de fosfatos
(SAF) 0.01 mol/L, pH 7.4 se adquirieron de Sigma-Aldrich.

3.4.2 Disefio, fabricacion y caracterizacion de los microdispositivos

La fabricacidén y caracterizacidn de los microdispositivos de PDMS se realizd de acuerdo con
procedimiento descrito en el Capitulo Il seccién 2.4.2, con la diferencia de que el programa para
la distribucion de la fotorresina en el spin-coater se implementd sélo una vez para los
microdispositivo de separacién de plasma (profundidad = 100 um); y con un programa de 500
rpm durante 10 s (aceleracion 100 rpm/s) seguido por 2000 rpm durante 30 s (aceleracion 300

rpm/s para los microdispositivos usados durante los experimentos iniciales (profundidad = 50 um).
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3.4.3 Experimentos iniciales

Los experimentos iniciales realizados se centraron en la evaluacién del funcionamiento del
microdispositivo en dos aspectos: (1) la diferencia de caudales de salida creada al variar el ancho
de dos microcanales empleando un dispositivo con forma de intersecciéon en Y; (2) ver el
comportamiento de nanoparticulas al ser introducidas en este microdispositivo de acuerdo con

la ley de la bifurcacion.

3.4.3.1 Estudio de la relacion de caudal de salida en funcion de la relacion del
ancho de microcanal

Se construyeron cinco microdispositivos con un disefio con forma de interseccidon-Y
identificados como IY A—E, los cuales se diferenciaron Unicamente por variar el ancho de uno de
los microcanales de salida desde aproximadamente 160 um hasta alrededor de 800 um,
manteniendo el otro microcanal con un ancho fijo de alrededor de 60 um (Figura 3-1), con la

finalidad de crear una diferencia de caudal.

Disefio IY A Diserio IY B

Diserio IY C Diseno IY D

Disefio IY E

Figura 3-1. Disefio de los microdispositivos construidos para la realizacién del estudio previo. Se cuenta con cinco
disefios de interseccidn-Y (A—E) con modificacion en el ancho de uno de los microcanales de salida.

Se prepard una solucion acuosa de glicerina al 36 % v/v (densidad = 1.10 g/mL y viscosidad
dinamica = 3.35 mPa-s), la cual se sonicé durante 15 min para eliminar cualquier burbuja de aire
y se filtré a través de un acrodisco de 0.45 um (Whatman) con el objetivo de evitar el ingreso de

pelusas que pudieran obstaculizar los microcanales y modificar el flujo.
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De acuerdo con el montaje experimental que se presenta en la Figura 3-2, se ingresé la solucién
de glicerina al 36 % v/v a cada uno de los disefios IY A—E con un caudal de 100 pL/min y se
cronometro el tiempo en que, por cada una de las dos salidas, se dispensaba un volumen total de
1 mL por triplicado empleando para la recoleccidon un matraz aforado; el correcto funcionamiento
del microdispositivo se monitoreo observando al microscopio con un objetivo 4x (DM750, Leica
Microsystems) la interseccion de los microcanales para detectar cualquier tipo de obstruccion de

los mismos.

s ERANE

imL

Microdispositivo
Matraz
aforado

imL

Matraz
aforado

Vista al microscopio objetivo 4x

Figura 3-2. Montaje experimental para el estudio de RCS en funciéon de RAM. Se tiene una bomba de jeringa unida
con tuberia de teflén a la entrada del microdispositivo disefio Y. Cada una de las dos salidas se conectd con tuberia
de teflon a un matraz aforado de 1 mL para la recoleccién del liquido.

Con los resultados obtenidos se realizo el calculo del caudal de salida en ambos microcanales
en el orden de puL/min obteniendo asi una relacion de caudales de salida (RCS) al dividir el caudal
mayor (Qwm) entre el caudal menor (Qwr), tal que RCS = Qum/Qur. Asimismo, se determind la
relacion del ancho de los microcanales (RAM) dividiendo el ancho del microcanal mayor (Avwm)
entre el ancho del microcanal menor (Awr), teniendo asi RAM = Auwv/Awmr. Posteriormente se
construyod un grafico que relaciona los valores de RCS en funcion de RAM con el propdsito de

conocer si RCS y RAM mantenian una relacion directamente proporcional.

3.4.3.2 Observacion de la ley de la bifurcacion
Se prepard una dispersion de nanotubos de carbono multipared (didmetro 110—170 nm,
longitud 5—9 um) a una concentracién de 40 mg/L en surfactante triton X-100 al 1.3 % con una

relacion 1:350, la cual se colocd en un bafio de ultrasonido durante 2 horas.°
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Esta dispersion se introdujo al microdispositivo identificado como diseio 1Y E a través de una
bomba de jeringa (NE-300, New Era Pump Systems) con un caudal programado de 0.8 pL/h
siguiendo un montaje experimental similar al presentado en la Figura 3-2, sin la necesidad de
colocar tuberias de salida debido al bajo caudal de trabajo. Se observé al microscopio (DM750,
Leica Microsystems) el comportamiento de los nanotubos de carbono al llegar a la zona de
interseccion dentro del microcanal, con la finalidad de corroborar que la mayoria de las

nanoparticulas se desplazan hacia el canal mas ancho (canal de mayor caudal).

3.4.4 Toma de muestras de sangre
Se tomaron diversas muestras de sangre de mujeres y hombres de entre 25 y 50 afios. Las
muestras se recolectaron utilizando un tubo BD Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2 y se

almacenaron a 4 °C hasta su uso (maximo 8 dias).

3.4.5 Medicion del porcentaje de hematocrito (% HCT) en las muestras de sangre

Un tubo capilar con heparina (didametro 1 mm, longitud 75 mm) se llend con la muestra
de sangre a tres cuartas partes de su longitud total, se sellé6 en uno de sus extremos con
un tapdn de plastilina y se centrifugd a 3000 rpm durante 8 min. Después del centrifugado,
se midid la longitud correspondiente a la muestra de sangre total (T) y a la fraccion de
eritrocitos (E) y se calculé el porcentaje de hematocrito (% HCT) con base en la Ecuacién

3-1. El % HCT se determind por triplicado para cada muestra.

% HCT = (?) 100 Ecuacién 3-1

3.4.6 Montaje experimental para la dilucion de sangre y separacion de plasma

La diluciéon y separacidn de plasma sanguineo se llevd a cabo en flujo continuo
empleando la siguiente configuracidon: se colocaron dos bombas de jeringa (NE-300, New
Era Pump Systems) con jeringas de 3 mL (BD Plastipak™) conectadas con tuberia de teflén
de 0.022 pulgadas de didmetro interno (Cole Parmer) a las entradas del microdispositivo
por donde ingresan la muestra de sangre total y la solucién amortiguadora de fosfatos
(SAF) 0.01 mol/L pH 7.4 a diferente caudal en el orden de uL/min, realizando asi la diluciéon
in situ. El cociente entre el caudal de entrada de SAF (Qsar) y el caudal de entrada de sangre

total (Qs) se definié como la relacién de caudales de entrada (RCE = Qsar/Qs), mientras que
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la suma de ambos caudales se definid como el caudal total (Qtotal = Qsar + Qs). Cuando la
muestra de sangre diluida alcanzd la zona de interseccion, el plasma fue separado del resto

de células sanguineas (Figura 3-3).

Microdispositivo

Zona de interseccion

J

Separacion de plasma

ITIL

Salida caudal bajo
Salida caudal alto

Figura 3-3. Configuracion experimental para la dilucién de sangre total y separacién de plasma. Se tienen dos bombas
de jeringa unidas con tuberia de teflon a las entradas del microdispositivo por donde ingresan la solucién
amortiguadora de fosfatos (SAF) 0.01 mol/L pH 7.4 y la muestra de sangre total a diferentes caudales. Por la salida
de mayor caudal se recolectan las células sanguineas mientras que por la salida de menor caudal el plasma diluido.

3.4.7 Estudio de la separacion de plasma modificando valores de RCE y Qrotal

Una muestra de sangre con % HCT inicial de 44.66 + 0.46 se introdujo al microdispositivo
junto con SAF con valores de RCE entre 0.5 y 10, y Qrotal €ntre 5 y 100 pL/min. Los
experimentos se condujeron de la muestra de sangre mas diluida (RCE = 10) a la mas
concentrada (RCE = 0.5), y del caudal total menor al mayor. Se observé durante 3 min la
separacion de plasma al microscopio (DM750, Leica Microsystems) y se tomaron las

imagenes correspondientes para su posterior evaluacion.

3.4.8 Variacion del % HCT en funcion de los valores de RCE (dilucién en linea)

El valor de RCE es el parametro que relaciona la cantidad de SAF y de muestra de sangre que
ingresa al microdispositivo, y, por lo tanto, influye directamente en la dilucién realizada en el
microdispositivo modificando el valor de % HCT de la muestra. Para su estudio, tres muestras de
sangre, con % HCT inicial de 44.66 + 0.46, 50.50 + 0.52 y 42.30 = 0.74, se introdujeron por

separado a un microdispositivo con un montaje experimental semejante al presentado en la
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Figura 3-3, con la diferencia de tener un orificio de salida en la zona de interseccion. Los caudales
de entrada se modificaron para obtener RCE entre 0.5 y 10 con un caudal total fijo de 50 uL/min.
Las muestras de sangre diluida en linea se recolectaron por triplicado bajo cada una de las
condiciones experimentales durante 3 min y se determind el % HCT. Posteriormente, para cada
valor de RCE se calculé el % de disminucion de HCT en comparacion con % HCT inicial (sangre sin
diluir), y se realiz6 el grafico correspondiente: % de disminucion de HCT vs. RCE. Con dicho grafico
se obtuvo un modelo matematico con el que fue posible calcular el % HCT de las muestras de

sangre diluidas en el microdispositivo al variar el valor de RCE.

3.4.9 Medicion del caudal de salida de plasma

Se midié el caudal de salida de plasma una vez separado del resto de sangre. Esta
medicidn se realizd a 3 caudales totales diferentes Qrotal = 25, 50 y 100 pL/min y RCE = 10,
8, 6 4 empleando una muestra de sangre con % HCT inicial de 45.23 + 1.11. Para ello se
recolectd en un tubo capilar el volumen dispensado en la salida de plasma durante 1 min
(n = 10) para cada condicidon experimental y se midid la altura alcanzada en el capilar por
el liguido. Para poder convertir la medida de altura en volumen, se construyd un gréafico
relacionando diferentes volumenes de SAF (2.5 a 40 plL) con la altura que dicho liquido

alcanzé dentro de un tubo capilar.

3.4.10 Medicion de la concentracidon de plasma separado

Se realizé un estudio para conocer la concentraciéon de plasma después del proceso de
dilucién y separaciéon en el microdispositivo. Se utilizaron cinco tubos BD Vacutainer® con
4 mL de una muestra de sangre (% HCT inicial de 44.12 £ 0.42); uno de ellos se centrifugo
a 4500 rpm durante 15 min y se separd el plasma, éste se empled para realizar una serie
de diluciones abarcando concentraciones de plasma entre 0.05y 1.50 % (v/v). Cada una
de ellas se midié por triplicado espectrofotométricamente a A = 280 nm, construyendo asi
una curva de calibracion. Con el resto de la muestra de sangre total se realizé la separacion
de plasma en el microdispositivo empleando valores de Qrotal = 25, 50 y 100 pL/min y
valores de RCE = 10, 8, 6 y 4. Se recolectd por duplicado el plasma diluido separado bajo
cada condiciéon experimental (aproximadamente 400 pL) y se midié la absorbancia a A =
280 nm. Empleando la curva de calibracién previamente construida se calculd la

concentracién porcentual en el plasma diluido en funcién de los valores de Qqotal Y RCE.
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3.4.11 Evaluacidon del funcionamiento del microdispositivo
El funcionamiento del microdispositivo se estudié con base en dos factores: la purezay

eficiencia de separaciéon de plasma.

3.4.11.1 Medicion de la pureza de separacion (a)

Empleando una muestra de sangre con % HCT inicial de 45.23 £ 1.11 se estudidé la pureza
de separacién de plasma a un caudal total de 25, 50 y 100 uL/min y RCE de 10, 8, 6 y 4. El
microdispositivo se colocé en un microscopio invertido (DMI3000B, Leica Microsystems) y
para cada condicion experimental se grabd un video durante tres minutos en el microcanal
de salida de plasma con una cdmara phantom (Miro M110) empleando un objetivo 20x.
Del video se tomd una fotografia cada 18-20 s para tener un total de 10 imagenes. Se
empled el programa ImageJ para calcular el % area ocupada por las células sanguineas que

pudieran estar presentes en el plasma después de ser separado.

Para determinar el % darea ocupada por las células de sangre en la muestra sin
separacion de plasma, se repitio el procedimiento anterior con una ligera modificacién. En
este caso se obstruyd el microcanal de salida de mayor caudal obligando a ingresar a toda
la muestra de sangre al microcanal destinado al plasma. Las imdgenes obtenidas se
analizaron nuevamente con el programa ImageJ para determinar el % 4rea ocupada por

las células sanguineas sin separaciéon de plasma.

A los valores promedio de % area antes y después de la separacion de plasma se les
resto el valor de un blanco, obtenido al tomar imagenes del microcanal de plasma lleno
Unicamente con SAF. Por ultimo, se hizo una comparativa entre el % area ocupada por
células en la sangre sin separar y el % area ocupada por células en el plasma una vez
separado y se calculd la pureza de separacién (o) en términos de porcentaje con base en

la Ecuacion 3-2.

Celds
a= (1 — ) 100 Ecuacién 3-2
Celys

Donde Cel,s es el % area que ocupan las células en el plasma después de la separacién,

Cel,s es el % area que ocupan las células antes de la separacion.
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Posteriormente, se repitieron las condiciones experimentales mencionadas para la
medicién de la pureza de separaciéon con la misma muestra de sangre almacenada en
refrigeraciéon durante un periodo de ocho dias a 4 °Cy se calculd el valor de a al observar
la formacién de aglomerados celulares adheridos a la zona de interseccién del

microdispositivo.

3.4.11.2 Medicion de la eficiencia de separacion (B)
Se calculé el % del volumen de plasma separado considerando el volumen total de
plasma en la muestra de sangre diluida en el microdispositivo y el volumen de plasma

recolectado durante un minuto (n = 10) con base en la Ecuacién 3-3.

B = ( Vs >100 Ecuaci6n 3-3
VTotal

En donde Vs corresponde al volumen de plasma separado y recolectado, y Vroar al

volumen de plasma total disponible.

3.4.12 Evaluacion de la calidad del plasma diluido y separado en linea

La calidad del plasma diluido y separado en el microdispositivo se evaludé con una
muestra de sangre de un paciente diagnosticado con AR (% HCT = 44.60 + 0.43) mediante
la cuantificacion de anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP). La
cuantificacion se realizdé empleando el inmunoensayo en microdispositivo con
nanoparticulas magnéticas descrito en el Capitulo Il seccién 2.4.6. Para la dilucién de la
muestra de sangre y separaciéon de plasma se fijaron las condiciones experimentales Qrotal
=25 pL/min y RCE = 4 y se recolecté durante 10 min el plasma diluido y separado. Ademas,
con la misma muestra de sangre se separé el plasma por centrifugacion (4500 rom durante
15 min) y se diluyd con SAF hasta una concentracion de 0.7 % (v/v) (7 pL de plasma + 993
puL de SAF). Esta dilucidon se selecciond porgue es la concentraciéon en la que se diluye el
plasma dentro del microdispositivo bajo las condiciones de separacidon experimentales
(Qrotal = 25 puL/min y RCE = 4). Asi, se utilizaron las muestras de plasma procesadas tanto
en lote como en microdispositivo para realizar el inmunoensayo en microdispositivo para

la cuantificacidon anti-CCP por triplicado, los resultados obtenidos se compararon entre si.
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3.4.13 Procedimiento de limpieza de los microdispositivos

Con la finalidad de retirar cualquier remanente de sangre, los microdispositivos una vez
usados se lavaron con solucién salina al 1 % (v/v) en flujo continuo a un caudal de 50
pL/min durante 10 min. Posteriormente, se enjuagaron con SAF 0.01 mol/L pH 7.4 al
mismo caudal y se secaron con aire a presidn. Como un paso extra se colocé bajo luz UV a
254 nm por 25 min. Concluido el procedimiento estan listos para reutilizarse sin ninguna

variaciéon en la separacion de plasma.

3.5 RESULTADOS Y ANALISIS

3.5.1 Experimentos iniciales

3.5.1.1 Estudio de la relacion de caudal de salida en funcion de la relacion del
ancho del microcanal

En la Tabla 3-1 se muestran los resultados de la caracterizacion de los microdispositivos IY A—
E, en donde se especifican tres valores de ancho de microcanal. El microcanal principal
corresponde a la entrada de la solucién de glicerina 36 % v/v hasta la zona de interseccién. El
microcanal mayor es aquel que presenta un ancho de microcanal superior en los canales
bifurcados en comparacién con el microcanal menor, todo esto con el fin de crear una diferencia

en los caudales de salida.

Tabla 3-1. Caracterizacidon de los microdispositivos disefios IY A—E para la realizacidon de experimentos iniciales.

Ancho de los microcanales (um)

Disefio — Profundidad (um)
Principal Mayor Menor
IYA % 60.1+1.2 161.1+1.2 60.0%1.1 46.7 £ 0.8
IYB —/ 60.2+2.6 3044120 60.0%+1.0 47.6+1.5
.
Iyc - < 60.2+0.8 4519+2.2 60.1%+1.0 48.4+1.7
YD - < 58.0+1.4 608.5+1.8 59.7+1.3 48.5+1.5
IYE —\/ 59.6+1.8 771.6+35 ©59.6+14 48.1+1.6
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Para esta serie de experimentos se decidié emplear una solucién acuosa de glicerina con una

concentracion 36 % v/v para simular las propiedades de una muestra de sangre (densidad de 1.10

g/mL y viscosidad dindmica de 3—4 mPa-s).’®! En la Tabla 3-2 se muestran los resultados del

caudal de salida calculado, el valor de RCS para cada uno de los diseifios del microdispositivo,

asimismo se presentan los valores de medida de ancho de microcanal y RAM. La Figura 3-4

representa la relaciéon de caudales de salida (RCS) en funcién de la relacidon del ancho de los

microcanales (RAM). Ambos pardmetros mostraron tener una relacidon lineal directamente

proporcional, lo que implica que, al modificar el ancho de uno de los microcanales de salida es

posible crear una diferencia de caudales dentro del microdispositivo. Asi, el microcanal mas ancho

sera aquel que presente un mayor caudal en comparacién con el microcanal menos ancho.

Tabla 3-2. Resultados del caudal de salida calculado (uL/min), relacién de caudales de salida (RCS), ancho de los

microcanales y relacidn del ancho de los microcanales (RAM).

Ancho del microcanal (um)

Caudal de salida (uL/min)

Disefio RAM RCS
Mayor Menor Mayor Menor
IYA 161.1+1.2 60.0+1.1 2.70+0.03 74.29 £ 0.23 23.20+£0.22 3.20+0.03
IYB 304.4+2.0 60.0+1.0 5.10 £ 0.05 82.16 £ 0.47 14.37 £ 0.02 5.71+0.04
IYC 451.9+2.2 60.1+1.0 7.52+0.09 83.55+2.83 11.39+0.44 7.34+0.23
IYD 608.5+1.8 59.7+1.3 10.20+0.19 85.31+0.93 9.40+0.07 9.08 £0.15
IYE 771.6+3.5 59.6+1.4 12.94+0.25 90.11+1.50 8.07+0.20 11.17+0.19
14
12 +
10 +
8 s
(/)]
67
4 4
y =0.7535x + 1.3039
2 + R2 =0.9921
0 I I I I I
0 4 6 8 10 12 14
RAM

Figura 3-4. Relacién de caudales de salida (RCS) en funcién de la relacion del ancho de los microcanales (RAM)
empleando una solucién de glicerina 36 % v/v (n = 3).
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3.5.1.2 Observacion de la ley de la bifurcacién
La ley de la bifurcacién (también conocida como efecto Zweifach-Fung) describe que, cuando
una suspension de particulas viaja a través de un microcanal y pasa a través de una bifurcacién
con velocidades de flujo diferentes, la fraccion de particulas serd mayor en el microcanal de
caudal mas alto. Expresado de otra manera, las particulas seran “atraidas” hacia el microcanal

con caudal mas alto.1%°

Como se aprecia en la Figura 3-5, tal como lo describe la ley de la bifurcacion, los nanotubos
de carbono mostraron preferencia hacia el microcanal de mayor caudal (microcanal mas ancho),
dicho comportamiento fue mas notorio cuando las nanoparticulas formaban conglomerados,

aumentando asi el tamafio de particula y facilitando su identificacién bajo el microscopio.

(b)

Figura 3-5. Secuencia de imagenes de la distribuciéon de la dispersidn de nanotubos de carbono en tritén X-100 1.3 %
relacién 1:350 al viajar dentro de los microcanales del microdispositivo disefio 1Y E con un caudal de 0.8 uL/h. El
circulo discontinuo muestra la posicién de una aglomeracion de nanotubos de carbono antes de llegar a la zona de
interseccién (a) y (b); en la zona de interseccidn (c); y después de la interseccion (d) en donde se dirige hacia el
microcanal de mayor caudal (mds ancho). Vista al microscopio empleando un objetivo 4x.

3.5.2 Caracteristicas y funcionamiento del microdispositivo
Una fotografia del microdispositivo de PDMS construido, asi como las imagenes de la
seccioén transversal para la determinacién del ancho y profundidad de diferentes partes

del microdispositivo se muestran en la Figuras 3-6 y 3-7 respectivamente.
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Figura 3-7. Imagenes de la seccion transversal de los microcanales (objetivo 100x). (a) canal principal (microcanal en
espiral), (b) microcanal de salida de células sanguineas y (c) microcanal de salida de plasma. Las medidas del
microcanal son: profundidad 104.4 + 4.5 um, ancho del microcanal principal 397.30 + 5.79 um, ancho del microcanal
de salida de plasma 97.01 + 2.82 um y ancho del microcanal de salida de células sanguineas 820.70 * 3.60 pum.

El disefio del microdispositivo, mostrado en la Figura 3-8, consiste en dos entradas y
dos salidas conectadas por un canal en espiral con una seccidn transversal rectangular
cuyas medidas son profundidad 104.4 £ 4.5 pm y ancho 397.3 + 5.8 um. Los microcanales
de salida son de diferente ancho con la finalidad de inducir una diferencia en los caudales
gue permita la separaciéon del plasma del resto de las células (ancho de microcanal de
salida de plasma 97.0 £ 2.8 um, ancho de salida de microcanal de células sanguineas 820.7
+ 3.6 um), de tal manera que la salida con un mayor ancho de microcanal tiene un mayor
caudal con un valor de RAM = 8.5. Para llevar a cabo la separacion, el dispositivo utiliza
dos efectos principales: (1) el efecto centrifugo, que tiene como principal funcion el
mantener el mayor numero de células sanguineas pegadas a la pared interna del
microcanal y (2) la ley de bifurcacién o efecto Zweifach-Fung, variando el ancho de los
microcanales de salida para la separaciéon por diferencia de caudal. Ademas, el mezclado
de la muestra de sangre con el diluyente SAF se realiza por medio del fenédmeno de
difusién a lo largo del microcanal favorecido por la curvatura. Es importante recalcar que,
si se trabajara unicamente con un microcanal recto, la dilucién de la sangre se logaria por

difusion manteniendo un flujo laminar con caudales menores a 1 pL/min para lograr la
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separacion del plasma debido al fendmeno de sedimentaciéon de las células sanguineas

similar al trabajo reportado por Sun et al.162

Diluciéon de sangre entera

1cm

Entrada SAF

(b)

Entrada sangre total
Salida plasma diluido

Separacion de plasma

Figura 3-8. Componentes del microdispositivo para la separacidén de plasma de sangre diluida en linea. (a) Entrada
de sangre total y SAF. (b) Recorrido en espiral para la dilucion de la muestra y posicionamiento de las células
sanguineas. (c) Separacion de la muestra de sangre por diferencia de caudales.

3.5.3 Estudio de la separacion de plasma modificando valores de RCE y Qrotal

En la Figura 3-9 se presentan los resultados de la separacién de plasma en funcién de la
relacion de caudales de entrada (RCE) y caudal total (Qrotal). Se observa que el valor de RCE
demostrd ser un factor importante para efectuar la separacién, asi, mientras mas diluida se
encuentre la muestra de sangre (mayor RCE) existe un menor nimero de células sanguineas por
unidad de volumen lo que facilita la separacidn de plasma. A caudales de 5y 10 uL/min la fuerza
centrifuga es menor (menor numero de Dean), lo que impide el reposicionamiento de las células
sanguineas hacia la pared interna del microcanal y la correcta separacion de plasma debido a la
baja fuerza de arrastre de Dean. Al incrementar Qrotal aumenta la fuerza centrifuga induciendo la
aparicion del vértice de Dean, el cual recoloca la posicidn de equilibrio de las células hacia la pared
interna del microcanal logrando la separacion (25 y 50 pL/min). Sin embargo, si Qrotal SE€ aumenta
aun mas las fuerzas de Dean comienzan a dominar, lo que resulta en el desenfoque de las células
sanguineas hacia la parte central del microcanal, este comportamiento puede apreciarse
ligeramente a un caudal de 100 pL/min.?>10108 Se decidid evaluar como zona de separacién
valores de RCE =10, 8, 6 y 4 y Qrotal = 25, 50 y 100 pL/min.

91

——
| —



R CAPITULO II1. Microdispositivo para dilucion y separacion de plasma .

Qrotar (ML/Min)

HGE 10 25 50 100

10

0.5

Sangre
total

Figura 3-9. Imagenes de la separacidn de plasma sanguineo en funcién del valor de RCE y caudal total (Qrotal). La linea
punteada selecciona la zona de separacién.

3.5.4 Variacion del % HCT en funcion de los valores de RCE (dilucién en linea)

Este estudio se realizé con el propdsito de conocer el % HCT de la muestra de sangre al
realizar la dilucidn en linea antes de la separaciéon de plasma. Se emplearon tres muestras
de sangre con diferente valor de % HCT inicial para considerar todas las posibles
variaciones en los resultados y asi, proponer un modelo matematico (con el promedio de

las tres muestras) que fuera aplicable a diferentes muestras de sangre.

La relacidon que existe entre el % disminucién de HCT en funcién de RCE se muestra en

la Figura 3-10(a). Los porcentajes obtenidos fueron muy cercanos a los valores esperados
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considerando que el factor de dilucién esta dado por el valor de RCE. Por ejemplo, para
RCE =4 la solucion de PBS ingresé al microdispositivo con un caudal de 40 uL/min, mientras
gue la muestra de sangre total a 10 pL/min, lo que corresponde a una relaciéon 4 a 1 con
un volumen total de 5. Esto implica una fraccién 4/5 de diluyente (SAF) correspondiente
al 80 % de la solucidon de sangre diluida, por lo que se espera que el % de HCT disminuya
alrededor del 80 %. Mientras que para RCE = 2, la fraccién de SAF en la solucidn de sangre
diluida es de 2/3, lo que corresponde a una disminuciéon de % HCT de aproximadamente
el 66%. Si se aplica el mismo razonamiento al resto de valores de RCE, se puede explicar el

comportamiento del grafico.

(a) (b)
100 35
30 +
80 + =
- € 25 +
Q @
T 60 4 £ 20
[ =4 b T
0 4
S 40+ w 15 7
=
£ o 10 L
B 20 1 y=-0.0372x +0.9632x* - 9.1999x2 + 40.84x | = y = 1.0488x - 0.0243
3 +14.027 & bt R2 = 0.9971
o 2:
0 —t—t zR :0'9’:994: — 0 | : : : } :
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 0o 5 10 15 20 25 30 35
RCE % HCT Calculado

Figura 3-10. Estudio del cambio en el valor de % HCT al realizar la dilucion en linea de la muestra de sangre. (a) % de
disminucién HCT en funcién del valor de RCE (n = 3). (b) Comparacién entre los valores de % HCT experimental y
calculado empleando el modelo matematico de cuarto grado y la Ecuacién 3-4 (n = 3).

Dichos valores se ajustaron a un modelo de cuarto grado (R?= 0.9994) con el que fue
posible calcular el % HCT que pierden las muestras de sangre diluidas en el
microdispositivo. Posteriormente, empleando la Ecuacién 3-4, se determind el % HCT
calculado después del proceso de dilucidn, sustituyendo el % HCT inicial (muestra de
sangre sin diluir) y el % de disminuciéon de HCT previamente calculado. Por ejemplo, para
un valor de RCE de 6, el % disminucidon de HCT es 87.71 %. Asi, para una muestra de sangre
con un % HCT inicial de 45.23 + 1.11 el % HCT calculado es 5.56 + 0.14, mientras que el %
HCT experimental (determinados por triplicado con tubos capilares y centrifuga) fue 5.35

1+ 0.84. En la Figura 3-10(b) se comparan los valores de % HCT experimentales y calculados
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para cinco valores de RCE. El modelo propuesto muestra una excelente predictibilidad al

observarse una relacién lineal entre ambos parametros.

(100 — % disminucién HCT)(% HCT inicial) Ecuacion 3-4
100

% HCT calculado =

La zona de separacion de plasma se realiza con valores de RCE entre 4 y 10, lo que
implica una disminucién de HCT entre 82.31y 93.64 % de la cantidad de % HCT inicial. Asi,
considerando una muestra con 45 % de HCT inicial, los valores de HCT que se obtienen al

realizar la dilucidon dentro de microdispositivo estarian aproximadamente entre el 3y 8 %.

3.5.5 Medicion del caudal de salida y concentracion del plasma separado.
La grafica que relaciona la altura medida en un tubo capilar en funcién del volumen
recolectado de SAF se ajustdé a una funcion lineal (Figura 3-11), la cual se empled para

calcular el caudal de salida de plasma a diferentes valores de RCE y Qgotal.

Altura (cm)
M

y =0.1015x - 0.0416
R2=0.9992

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Volumen (uL)

0

Figura 3-11. Relacién entra la altura alcanzada dentro de un tubo capilar al colocar diferentes volimenes de
SAF para el cdlculo del caudal de salida de plasma (n = 3).

Como se observa en la Figura 3-12(a), el caudal de salida de plasma depende
Unicamente del caudal total (Qrotal), €s decir, el caudal de salida de plasma aumenta si
Qrotalaumenta, independientemente del valor de RCE. Asi, para un caudal total de 25, 50
y 100 pL/min el caudal de salida de plasma fue 3.05 + 0.12 pL/min, 5.05 + 0.18 pL/miny
7.82 £ 0.24 pyL/min, respectivamente (Figura 3-12(b)).
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La Figura 3-12(c) muestra la absorbancia registrada en funcién de la concentracion
porcentual de plasma, el grafico se ajusta a una linea recta (R2 = 0.9995) con un intervalo
lineal de 0.05 a 1.5 % (v/v). Con dicho grafico se calcularon las concentraciones
porcentuales de plasma de las muestras separadas en el microdispositivo bajo cada
condiciéon experimental las cuales se localiza en la Figura 3-12(d). La concentracidon de
plasma maxima (0.71 + 0.01 % (v/v)) se obtuvo al emplear un caudal total y RCE menor
(Qrotal = 25 pL/min y RCE = 4).

(a) ?12 25 pL/min = 50 yL/min 4 100 yL/min (b) = 10
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: - |
= 8+ =
g : } } } c 6 -
E 61 E
s 7 : % } } = 4+
g i 3 } g 5.
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0 | | f | 0 : ; : { :

2 4 6 & 10 12 0 20 40 60 80 100 120
RCE Qo (HLImin)
0.8
(C) - (d) 425 pl/min

Lo - | 1 50 pL/min

08 > 06 + 4100 pL/min
g UoT >
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5097 3 041
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© 04 + g0
g 02 + y =0.7071x + 0.0191 a 02 -+
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Figura 3-12. Determinacion del caudal de salida y concentracion de plasma separado. (a) Comparacién del caudal de
salida de plasma en funciéon de RCE para Qrotal = 25, 50 y 100 pL/min (n = 3). (b) Modificaciéon del caudal de salida de
plasma en funcién Qrotal. (c) Curva de calibracidn para la cuantificacién de la concentracién de plasma separado (%
v/v), absorbancia medida a A = 280 nm (n = 3). (d) Comparacién de la concentracion de plasma (% v/v) en funcion del
valor de RCE a diferentes valores de Qrotal (n = 2).
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Para estudiar cualitativamente la distribucién del plasma al realizar la dilucién con SAF,
se agregaron gotas de colorante azul a una muestra de sangre total antes de ser
introducida al microdispositivo, posteriormente se observd al microscopio la zona de
separacién empleando Qrotal = 25, 50 y 100 puL/min con un valor de RCE = 10. Los resultados
muestran una mayor presencia de colorante en el microcanal de separaciéon de plasma
(equivalente a una mayor concentracién) mientras menor sea el caudal total (Qrotal = 25
uL/min), lo que coincide con los resultados cuantitativos (Figura 3-13). Esto puede deberse
a que, a un caudal mayor, la sangre y el diluyente tienen un menor tiempo de mezclado

por difusién, lo que se traduce en poca presencia de colorante en el plasma separado.

400 pm | k3 400 pm

400 pm

25 pL/min 50 pL/min 100 pL/min

Figura 3-13. Estudio cualitativo de la dilucidn y separacion de plasma sanguineo en el microdispositivo con SAF bajo
diferentes valores de Qrotal = 25, 50 y 100 puL/min manteniendo fijo RCE = 10. La mayor intensidad colorante azul
presente en el microcanal de separacidn de plasma corresponde a una mayor concentracion (% v/v).

Los resultados demostraron que el emplear un caudal total de 100 pL/min implica un
mayor caudal de salida de plasma (7.82 + 0.24 uL/min) pero con bajas concentraciones
(alrededor de 0.1 % (v/v)). Mientras que a un caudal total de 25 uL/min, el caudal de salida
de plasma es menor (3.05 + 0.12 pL/min) pero la concentracién es mayor con un maximo
en 0.7 % (v/v). La medicidon del caudal de salida y la concentracion de plasma una vez
diluido y separado es importante para el acoplamiento en linea con algin método de
cuantificacion de biomarcadores presentes en éste. La seleccidon de las condiciones de

separacion dependera del propdsito de estudio.

3.5.6 Evaluacion del funcionamiento del microdispositivo
La pureza de separacion (a) relaciona el numero de células sanguineas presentes en el
plasma antes y después de la separacidn. Este analisis se realizé por medio del programa

ImageJ calculando el % drea que ocupan las células sanguineas dentro del microcanal de
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separacion de plasma. La Figura 3-14 muestra un ejemplo del andlisis de imagenes
realizado.
(a) |
{ Blanco canal de plasmajpg e x|

540x96 pixels; 8-bit (inverting LUT); 60K

Blanco

% area = 2.686

Cel,g

_ % area = 82.832
% area corregido = 80.146

{ SOulmin_1jpg =12 S Celds
640x87 pixels, 8-bit (inverting LUT), 61K

% area = 2.801
% area corregido = 0.115

Figura 3-14. Ejemplo del analisis de imdagenes realizado por medio del programa ImageJ para el calculo de pureza de
separacion (a), Qrotal = 50 uL/min y RCE = 10. (a) Fotografia del microcanal de plasma lleno de SAF (Blanco), (b) % area
antes de la separacion de plasma (Celas) y (c) % drea después de la separacidn de plasma (Celas).

De acuerdo con la Ecuacidn 3-2, el cociente entre Cel,s y Cel,s determina el porcentaje
de células sanguineas que no fueron separadas y se encuentran presentes en el plasma; al
restar ese cociente a la unidad y multiplicar por 100, es posible determinar el porcentaje
células sanguineas que fueron separadas. Este porcentaje estd relacionado con la pureza
de la separacion, asi, cuanto mas cercano sea el valor de a a 100 % el plasma separado
serd mas puro. Bajo las condiciones experimentales estudiadas (Qrotai = 25, 50 y 100
puL/min y RCE = 10, 8, 6 y 4) la pureza de separacion alcanza valores del 100 %, lo cual
implica que el plasma separado se encuentra libre de células sanguineas. Sin embargo,
cuando se emplearon muestras de sangre con al menos siete dias de almacenamiento, se
observé la presencia de aglomerados celulares. La aglomeracion es un fendmeno

fisiolégico que se presenta en muestras de sangre normal en condiciones de bajo flujo o
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estasis debido a la tendencia de los eritrocitos a agruparse, este fendmeno aumenta en
funcién del tiempo de almacenamiento.’®® La presencia de aglomerados afecta
aleatoriamente la pureza de separacidn, abarcando valores de a desde 58 hasta 94 %
(Tabla 3-3), dependiendo del tamafio del aglomerado formado vy si éste se adhiere o no a
la pared del microcanal (Figura 3-15), lo que modifican el comportamiento del resto de las
células provocando que pierdan su posicion de equilibrio en la pared interna del

microcanal.

Figura 3-15. Formacién de aglomerados celulares en la zona de separacion de plasma al emplear una muestra de
sangre total con siete dias de almacenamiento. Qrotal = 50 pL/min and RCE = 6 (objetivo 4x). El 6valo punteado
muestra el area de adhesion del aglomerado formado en la zona de interseccion.

Tabla 3-3. Pureza de separacién (a) calculada con la formacion de aglomerados celulares al emplear una muestra
de sangre con siete dias de almacenamiento (n = 10).

Qrotal (UL/min)

RCE
25 50 100
10 68.97+4.92 94.50+2.02 94.05+1.79
8 73.52+3.01 92.86+5.49 83.78+5.74
6 83.28+7.14 7246+282 82.55+2.13
4 58.74+3.22 73.03+2.57 64.63+1.47

La eficiencia de separacién (B) hace referencia a la cantidad de plasma separado en el
microdispositivo considerando el volumen total de plasma disponible en un intervalo de un
minuto. Los porcentajes obtenidos mostraron una eficiencia entre el 8 y 13 %, siendo esta mayor
cuando Qrotal = 100 pL/min. En la Tabla 3-4 se comparan los valores de a y B calculados para la
separacion de plasma. Es importante notar que algunos de los valores de a pueden exceder
levemente el 100 % debido al error asociado al método de analisis de imagenes. Como se observa,
el dispositivo desarrollado no sélo da la oportunidad de realizar la diluciéon de la muestra de
sangre y la separacion de plasma en linea, sino también ofrece una alta pureza del plasma

separado, y, pese a que la eficiencia de separacién es relativamente baja, se considera adecuada
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para el acoplamiento en linea con métodos de deteccidn y cuantificacion de biomarcadores, ya

gue los volumenes requeridos para este tipo de andlisis son muy bajos.

Tabla 3-4. Parametros estudiados para la evaluacién del funcionamiento del microdispositivo. Qrota = 25, 50 y 100
uL/min, RCE = 4, 6, 8 y 10. Pureza de separacion (a) y eficiencia de separacion (B) (n = 10).

Pureza de separacion (a)

Eficiencia de separacion (B)

RCE Qrotal (UL/min)
25 50 100 25 50 100
10 99.86+0.31  100.09+0.16  99.99+0.25 | 8.19+0.61 10.11+0.52 12.23+0.64
8 99.94+0.39  100.54+0.78 100.31+0.33 | 7.96+0.67 10.94+0.34 13.32+0.61
6 99.98 + 0.38 99.96+0.16  100.09+0.23 | 7.99+0.61 10.36+0.49 12.79+0.83
4 100.07+0.22 99.85+0.20  99.24+0.24 | 8.79+0.48 11.07+0.42 12.91+0.63

3.5.7 Comparacion con otros trabajos reportados
En la Tabla 3-5 se resumen algunos de los trabajos reportados para la separacion de plasma en

microdispositivos y se comparan con el método desarrollado en esta investigacién.

Tabla 3-5. Caracteristicas de trabajos reportados para la separacion de plasma sanguineo empleando dispositivos

de microfluidica.

Purezade Eficiencia de
. ., Caudal HCT .. .. .
Principio de separacion . separacion  separacion  Referencia
(1L/min) (%)
(%) (%)

Ley de bifurcacién en ) 99
dimensiones elevadas en 150 1.81 164

45 42
canalesenT
Efecto centrifugoy ley de la 5 90 165
bifurcacion 60 - 1200 45 58 >-10
Combinacidn de constriccion-
expansion y ley de la 33 45 99 5 ot
bifurcacion
Combinacion de efectos 400 15 100 3 167
biofisicos y geométricos 45 80
L la bif i6 4

ey de la bifurcacion, 1.67 > 100 15- 25 24

dispositivo con filtracionen T (sangre de oveja)
Efecto cg,ntrlfugo y Ley dela 25100 ' ‘3,— 8 ' 100 8.13 Estg
bifurcacion (dilucidn in situ) trabajo
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En general todos muestran una alta pureza de separacion al trabajar con muestras de sangre
mas diluidas, con una eficiencia de separacién similar. Sin embargo, es importante destacar que
el presente trabajo es el Unico que ofrece la dilucién y separacién de plasma sanguineo dentro
del mismo microdispositivo. Esta caracteristica es su mayor distintivo y ventaja frente a otros
dispositivos desarrollados, ya que ningun otro trabajo habia reportado hasta ahora el estudio de
una dilucién en linea con PBS, asi como la evaluacién de los pardametros involucrados. Adema3s, al
realizar una dilucidn in-situ la interaccidén usuario-microdispositivo se ve disminuida, facilitando
su manipulacion e implementacion. Otra caracteristica que los autores de otros trabajos no
mencionan, es que, cuando se realiza la dilucién de una muestra de sangre fuera del
microdispositivo y se coloca en una jeringa para su ingreso, ésta tiende a irse separando en células
sanguineas y plasma en funcién del tiempo por efecto de la gravedad. Cuanto mas diluida se
encuentre la muestra de sangre, mas rdpida serd su separacion dentro de la misma jeringa, lo que
puede provocar errores al momento de realizar la separacion de plasma, ya que en este caso la
muestra diluida no ingresa en una misma proporcion. En cambio, si la muestra de sangre se coloca
entera dentro de la jeringa, como es el caso del presente trabajo, no se ve afectada al momento

de ingresar al microdispositivo, teniendo una dilucién y separacién de plasma homogénea.

También es importante mencionar que los microdispositivos que utilizan un solo principio de
separacion suelen presentar algunas desventajas en comparacién con aquellos que utilizan una
combinacién de efectos. Por ejemplo, de acuerdo con la Tabla 3-5, Yang et al.?* reporté un
microdispositivo para separar plasma empleando uUnicamente la ley de la bifurcacion, los
resultados muestras una pureza de separacion del 100 % cuando se trabaja con una muestra de
sangre de oveja con 45 % de HCT con una eficiencia de separacion entre el 15y 25 %, sin embargo,
el caudal empleado es muy bajo (1.67 uL/min), lo que podria hacerlo impractico debido al
aumento en el tiempo de separaciéon de plasma de un volumen determinado de muestra de
sangre. Tripathi et al.,'®* empleando el mismo principio de la ley de la bifurcacién, aumenté el
caudal hasta 150 pL/min disminuyendo el tiempo de separacion de plasma, pero
comprometiendo la pureza y eficiencia de separacién cuando se trabaja con 45 % HCT, teniendo
que diluir la muestra hasta 2 % HCT. Por su parte, cuando se emplea una combinacién de efectos,
como es el caso del microdispositivo desarrollado en este trabajo, se observa en general una
mayor pureza y eficiencia de separacidon aun cuando se emplean caudales mayores; en este
sentido, se observa que el microdispositivo propuesto tiene la ventaja de trabajar en un intervalo
de caudales entre 25 y 100 pL/min, en comparacion con los trabajos reportados por Kersaudy-
Kherhoas et al.1®® y Prahakar et al.'®” que manejan un sélo caudal de trabajo. Ademds, si se

compara especificamente con el trabajo publicado por Blattert et al.,'®> que emplea la misma
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combinacion de efecto centrifugo y ley de la bifurcacidn, el microdispositivo desarrollado tiene

mayor pureza y eficiencia de separacion al trabajar con muestras de sangre diluidas.

Debido a los argumentos anteriores, el microdispositivo propuesto en este trabajo posee un
alto potencial para ser empleado en la separacion de plasma y ser acoplado con la deteccién y
cuantificacion de diferentes biomarcadores debido a su versatilidad en las condiciones de

separacion, excelente pureza y buena eficiencia de separacién.

3.5.8 Evaluacion de la calidad del plasma diluido y separado en linea

La cuantificacion de anti-CCP, un biomarcador con alta especificidad para el diagndstico de AR
fue util para corroborar la calidad del plasma diluido y separado empleando el microdispositivo.
Un ejemplo de las sefiales de absorbancia obtenidas al realizar el inmuno ensayo en
microdispositivo para el blanco (SAF) y ambas muestras de plasma se muestra en la Figura 3-16.
Los resultados de concentracion de anti-CCP tanto para la muestra de plasma diluida y separada
en el microdispositivo como para la muestra de plasma separada por centrifugacion y diluida a
una concentracion 0.7 % v/v fueron similares: 1041.27 + 117.45 U/mL y 1080.95 + 71.43 U/mL,
respectivamente. Lo anterior demuestra que el plasma obtenido empleando el microdispositivo
efectivamente tiene una concentracion cercana al 0.7 % v/v (Qrota = 25 pL/min y RCE = 4) y que

puede emplearse para la medicién de biomarcadores sin presentar ningun tipo de interferencia.

0.4

Absorbancia

550 600 650 700 750
A (nm)
Figura 3-16. Ejemplo de las sefales de absorbancia para la cuantificacién de anti-CCP al emplear el inmunoensayo en

microdispositivo. (a) blanco, (b) plasma separado por centrifugacién y diluido con SAFa 0.7 % v/v, y (c) plasma diluido
y separado en linea empleando el microdispositivo Qotal = 25 pL/min y RCE = 4. A™#= 650 nm.
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3.6 CONCLUSIONES

El microdispositivo desarrollado en esta investigacion mostré excelentes resultados para la
separacion de plasma sanguineo con la gran ventaja de acoplar la dilucidn en linea de la muestra
de sangre total con SAF, tal procedimiento no ha sido explorado en ningln otro trabajo hasta el

momento, implicando menor manipulacién por parte del usuario.

La pureza de separacion (a) fue alrededor del 100 %, asegurando asi que el plasma separado
no contenia células sanguineas, y la eficiencia de separacion (B) tuvo recuperaciones entre el 8 y
el 13 % del plasma total circulante dentro del microcanal. Estos porcentajes fueron consistentes
con trabajos previos que no realizaron dilucién dentro del mismo microdispositivo. La calidad del
plasma diluido y separado de una muestra de sangre de un paciente con diagndstico de AR se
corroboré mediante la cuantificacion de anti-CCP empleando un inmunoensayo de
microdispositivo. El microdispositivo desarrollado mostré una facil manipulacién y un alto
potencial para ser acoplado con la deteccién y cuantificacion en linea de diferentes

biomarcadores debido a su gran versatilidad en las condiciones de separacion.

102

——
| —



CAPITULO IV. Microdispositivo de inmuno-pared
¢ *

* CAPITULO IV *

Deteccion rapida, sensible y selectiva de H5-Hemaglutitina del virus de

la influenza aviar empleando un dispositivo de inmuno-pared

4.1 RESUMEN

La influenza aviar, causada por el virus de la influenza tipo A, es una enfermedad respiratoria
aguda infecciosa de las aves relacionada con los brotes de influenza en todo el mundo. El subtipo
del virus de la influenza aviar (VIA) altamente patégeno H5N1 ha cruzado las barreras de las
especies para infectar a mamiferos, incluidos los humanos, con resultados fatales, recibiendo
especial atencién como una posible futura amenaza pandémica. La deteccién rapida y oportuna
en aves de corral es de vital importancia para prevenir la propagacion del virus. A pesar de su gran
sensibilidad, los métodos de deteccidon convencionales, como la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcripcién inversa en tiempo real (RT-PCR) y la prueba de precipitacién en gel
de agar, requieren mucho tiempo, manipulacidén y capacitacion especial en el drea. En este trabajo,
se evalud un dispositivo de pared inmunoldgica (inmuno-pared) como una forma mas facil y
rapida para la deteccion y cuantificacion de H5-hemaglutinina del virus de la influenza aviar (VIA
H5-HA). Se emplearon dos tipos de anticuerpos para la deteccidon: un anticuerpo marcado con
fluorescencia y otro con una enzima realizando un inmunoensayo tipo sandwich. Se demostré
gue ambos representan una forma mas facil y rapida de deteccidén en comparacién con el kit de
ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas (ELISA) convencional. Ademas, se logré una alta
selectividad para la deteccion de VIA H5-HA después de la evaluacién de otros subtipos de virus
HA. El limite de deteccién fue de 0.23 ng/mL para el anticuerpo marcado con enzima. Este valor
fue equivalente al del kit ELISA convencional, pero ocho veces mas rapido (31 min contra 260
min). El rango de deteccion fue de 0.23 a 100 ng/mL. El dispositivo de inmuno-pared con
anticuerpo marcado con enzima ofrece la oportunidad de realizar un inmunoensayo de manera

rapida, sensible, selectiva y simple para la futura deteccién de muestras reales.
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4.2 INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda contagiosa causada por diferentes virus de
la influenza (A, By C). El virus de la influenza tipo A es capaz de infectar una amplia variedad de
especies de aves y mamiferos, y es el Unico asociado con las pandemias de influenza ocurridas, lo
gue lo convierte en el tipo mas importante y potencialmente peligroso para la salud publica en
todo el mundo.1®® Segln las combinaciones de diferentes glicoproteinas en la superficie del virus,
conocidas como hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), el virus de la influenza A se divide en
subtipos; hasta el momento se han identificado 16 HA (H1-H16) y 9 NA (N1-N9).16°

La influenza aviar es una enfermedad infecciosa de las aves causada por el virus de la influenza
tipo A. Se sabe que las aves acuadticas silvestres, las gaviotas y las aves playeras son reservorios
naturales de este virus permaneciendo perfectamente sanas, sin embargo, otras especies de aves,
como las aves de corral, también son susceptibles de infectarse con una amplia gama de sintomas:
desde una enfermedad leve hasta una enfermedad altamente contagiosa y mortal.1’? Segin su
virulencia, los virus de la influenza aviar (VIA) se clasifican en dos grupos: de baja incidencia
patégena y altamente patdgena. Cuando dos subtipos de virus de influenza tipo A diferentes
infectan una misma célula, algunos de sus segmentos de genes son intercambiados facilmente,*’?
por lo tanto, los virus categorizados como altamente patdégenos pueden comenzar a evolucionar
rapidamente mutando a una versién mucho mds letal, con una mortalidad cercana al 100 %.17°
Hasta la fecha, las formas altamente patdgenas se han limitado a los subtipos H5 y H7; en
particular, el virus de influenza H5N1 ha mostrado una rdpida mutacion infectando otras especies
animales. En 2015, se notificaron 907 casos humanos infectados por influenza H5N1 con una tasa
de mortalidad del 53 % en 16 paises.’’? La creciente incidencia de influenza H5N1 en aves
aumenta las posibilidades de una posible infeccién a humanos y, posteriormente, el riesgo de
transmisién de persona a persona, por lo que, una rdpida y oportuna deteccidon es de vital
importancia para detectar brotes de virus antes de que tenga la oportunidad de mutar a su forma

altamente patdgena.t’3

La forma de deteccién del VIA empleada en los laboratorios se basa en las pruebas “estandar
de oro” como el cultivo viral y la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
en tiempo real (RT-PCR).17* A pesar de su gran sensibilidad, estos métodos requieren mucho
tiempo y trabajo, en algunas ocasiones necesitan una semana o mas para completarse, asi como
instalaciones adecuadas y analistas especialmente capacitados.!’> Otros métodos populares son
los inmunoensayos, como el ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas (ELISA),'’® sin embargo

presentan la desventaja de requerir periodos largos de analisis.
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Actualmente, se cree que los sistemas de deteccién por medio de microdispositivos
desechables in situ son la mejor opcidn para prevenir la propagacién de infecciones. Estos ofrecen
las ventajas de no requerir el transporte de muestras evitando la exposicién al virus y la posterior

descontaminacion del equipo,*”’

sin embargo, pocos son los trabajos que han reportado la
deteccion de diferentes virus de la influenza altamente patdégenos en microdispositivos, por
ejemplo, Kubicki et al. desarrolléd un microchip para la deteccién rdpida de marcadores genéticos
de cepas de influenza aviar A (H7N7) de baja y alta patogenicidad en muestras heterogéneas
utilizando un método ultrasensible de polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP)
combinado con electroforesis capilar (CE) logrando disminuir el tiempo de analisis de 2 h a 6
min.'’® En cuanto a la aplicacion de inmunoensayos en microdispositivos, Yu et al. reportd el
desarrollo de un dispositivo de microfluidica integrado con nanobarras de éxido de zinc para la
deteccion sensible y especifica de VIA H5N2, aprovechando la morfologia 3D que ofrecen las
nanoestructuras para aumentar el area de superficie en la captura de anticuerpos, ademas de
mejorar la deteccion fluorescente disminuyendo el limite de deteccién y mejorando la
sensibilidad en comparaciéon con un ELISA convencional bajo las mismas condiciones,'”® sin
embargo, éste ultimo presenta la desventaja de requerir un tiempo largo para lograr la
funcionalizacién de la superficie de las nanobarras con el anticuerpo de captura, tomando
alrededor de 15 h. El grupo de investigacion de Tokeshi et al. ha demostrado la viabilidad del uso
de una estructura 3D polimérica construida dentro de un microcanal (inmuno-pared) para la
realizacién de inmunoensayos. Este microdispositivo proporciona una deteccién rapida, facil y
altamente sensible de biomarcadores de enfermedades; en él, un anticuerpo de captura
biotinilado se inmoviliza en la superficie de la estructura de la pared a través de la interaccion
biotina-estreptavidina. La introduccidn del analito y los anticuerpos secundarios y marcados
producen un complejo tipo sdndwich anclado en ambos lados de la pared.}”7879139 |og
dispositivos de inmuno-pared tienen la ventaja de requerir poco mas de 1 h para su construccion
y retencidn del anticuerpo de captura, y pueden almacenarse por un periodo de tiempo de al
menos 90 dias en refrigeracion a 4 °C. Ademas, para mejorar la sensibilidad de la inmuno-pared,
Nishiyama et al. reporté la amplificacion de la seiial analitica mediante una reaccidn enzimatica

con un sustrato fluorogénico.’

En este capitulo, se realizé la deteccidn fluorescente y la cuantificacidon de H5-hemaglutinina
del VIA utilizando un dispositivo de inmuno-pared. Comparando entre dos anticuerpos marcados,
uno con fluorescencia y otro con una enzima con el fin de lograr una deteccidn altamente sensible.
El rendimiento se contrasto con el de un kit ELISA convencional, ademas de evaluar la selectividad
frente a diferentes proteinas HA: H1, H3, H5 y H7.
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4.3 OBJETIVO GENERAL
Construir un microdispositivo de inmuno-pared para la deteccidn fluorescente y cuantificacion

de H5-hemaglutinina del virus de la influenza aviar por medio de un inmunoensayo tipo sandwich.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir la inmuno-pared dentro del microdispositivo empleando un fotopolimero
soluble en agua y estreptavidina para inmovilizar un anticuerpo de captura biotinilado.

e Realizar la deteccidn fluorescente con dos anticuerpos, uno marcado con fluorescencia y
otro con una enzima para comparar la sensibilidad.

e Construir la curva de calibracion con ambos anticuerpos de deteccidén y determinar los
limites de deteccion.

e Estudiar la influencia del tiempo de reaccion enzimatica en la sensibilidad de la deteccién
al emplear el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina.

e Estudiar la selectividad del microdispositivo de inmuno-pared desarrollado por medio de
la deteccidn de diferentes tipos de hemaglutinina: H1, H3, H5 y H7.

e Comparar los resultados experimentales con las caracteristicas reportadas por un kit ELISA

convencional.

4.4 METODOLOGIA

4.4.1 Reactivos

El fotopolimero soluble en agua (BIOSURFINE-AWP, 6 %) se adquirié de Toyo Gosei Co., Ltd. La
estreptavidina se adquirié de ProSpec-Tany TechnoGene Ltd. La albimina de suero bovino (BSA),
la leche desnatada en polvo, el acido clorhidrico y el cloruro de magnesio hexahidratado se
adquirieron de FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp. La base Trizma® y Tween 20 se adquirieron
de Sigma-Aldrich. La solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) 0.01 mol/L pH 7.4 y sal diamdnica
9H-(1,3-dicloro-9,9-dimetilacridin-2-ona-7-il) fosfato (fosfato DDAQO) se adquirieron de Thermo
Fisher Scientific, Inc. 9H-(1,3-dicloro-9,9-dimetilacridin-2-ona-7-il) (DDAQ) se adquirié de Cosmo
Bio Corp. El anticuerpo monoclonal anti-hemaglutinina H5N1 de ratén, la hemaglutinina
recombinante H5N1 (A/Anhui/1/2005), HIN1 (A/PuertoRico/8/34), H3N2 (A/Aichi/2/19968),
H7N9 (A/Shangai/1/2013) y el anticuerpo policlonal de hemaglutinina anti-influenza aviar A de
conejo se adquirieron de Sino Biological Inc. El anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo

marcado con DyLight 650 y el anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo marcado con fosfatasa
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alcalina se adquirieron de Abcam. El kit de marcaje con una biotina reactiva a aminas se adquirié

en Dojindo Molecular Technologies, Inc.

4.4.2 Fabricacion del dispositivo de inmuno-pared

La Figura 4-1(a) muestra una fotografia del microdispositivo empleado y la representacién
esquematica del dispositivo de inmuno-pared. El microdispositivo cuenta con un total de 40
microcanales y fue fabricado por Sumitomo Bakelite Co., Ltd. (Tokio, Japdén) a partir de un
copolimero de olefina ciclica (COC). La inmuno-pared se construyd dentro del microcanal con un
ancho de 40 pum utilizando una mezcla de fotopolimero soluble en agua (AWP) y estreptavidina
(SA) por la técnica de fotolitografia. La relacion de volimenes para AWP:SA fue de 5:5 para el
ensayo con anticuerpo marcado con DylLight 650 y 7:3 para el anticuerpo marcado con la enzima

fosfatasa alcalina; en ambos, la concentracidn final de SA en la inmuno-pared fue de 5 mg/mL.

(a) ‘Microcanal .
Anticuerpo de
Entrada captura
Microdispositivo Inmuno-pared biotinilado
Ancho 40 pm /
7 mm i ‘
Q ' g "
Estraptividina
Fotopolimero
Salida
X v
40 pm\ ol

Fabricacionde
la inmuno-pared

T,

Inyeccionde

AWP-S A\ Fotolitografia

» o )

Figura 4-1. (a) Fotografia del microdispositivo y representacion esquemadtica de la inmuno-pared. (b) llustracion del
proceso de fabricacién de lainmuno-pared por fotolitografia empleando una mezcla de fotopolimero soluble en agua
(AWP) y estreptavidina (SA). La relaciéon de volimenes para AWP:SA fue de 5:5 para el ensayo con anticuerpo
marcado con DyLight 650 y 7:3 para el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina.
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El proceso de fabricacién de la inmuno-pared se describe a continuaciéon. Primero, el
microdispositivo y la fotomdscara se alinearon dentro de un soporte. Después, el microcanal se
llend con la mezcla de AWP y SA (0.25 plL) utilizando una micropipeta (PIPETMAN, Gilson S.A.S.).
Posteriormente, se irradié luz UV (365 nm, 20 mW) con una ldmpara de mercurio (LA-410UV,
Hayashi Watch Works) durante 8 s. Finalmente, la mezcla sin curar se elimind mediante una
bomba de vacio (SP 20, Air Liguide Medical Systems) conectada con una manguera a una punta
de micropipeta, y la pared inmunoldgica se lavé diez veces con la solucién de lavado (SAF que
contenia 0.5 % de Tween-20y 0.5% de BSA) para eliminar el fotopolimero remanente y revelar la
estructura resultante (inmuno-pared). El esquema de la construccién de la inmuno-pared se

muestra en la Figura 4-1(b).

4.4.3 Establecimiento de las condiciones para la construccion de la inmuno-pared
Se realizé una serie de experimentos con la finalidad de mejorar la variacién de las sefales
analiticas al emplear al anticuerpo conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, partiendo de las

condiciones de construccion de la inmuno-pared previamente reportadas por Keine et al.'’

4.4.3.1 Estudio de la intensidad fluorescente en funcion del tiempo

Para estudiar como influye la formacién del producto fluorescente obtenido durante la
reaccidon enzimatica en el aumento de la sefial analitica. Se construyeron microdispositivos con
un ancho de inmuno-pared de 20 y 40 um empleando una mezcla de AWP:SAF con una relacién
5:5 (en este caso no fue necesario adicionar SA ya que no se realizé el inmunoensayo). Los
microdispositivos se colocaron sobre la platina del microscopio y se inyectd al microcanal una
solucién del producto de reaccion fluorescente (DDAO) de concentracién 0.25 uM en una solucidn
amortiguadora Tris-HCI (pH 8.0, 1 pM Mg?*). Se registré la intensidad fluorescente en funcién del
tiempo desde el tiempo cero (antes de la inyeccion de DDAQ) hasta 30 min, para los dos anchos

de inmuno-pared por sextuplicado. Posteriormente se construyd una grafica comparativa.

4.4.3.2 Variacion de la relacion AWP:SAF
Se construyeron microdispositivos de inmuno-pared de 40 um de ancho variando la relacién
AWP:SAF (9:1, 7:3, 5:5 y 3:7) para conocer que tanto influia sobre la intensidad fluorescente al
adicionar DDAO en funcién del tiempo. Se registrd la seial analitica por sextuplicado desde el
tiempo cero (antes de la inyeccion de la solucion de DDAO 0.25 puM en una solucién
amortiguadora Tris-HCI (pH 8.0, 1 uM Mg?*)) hasta un tiempo de 15 min para cada condicion de

inmuno-pared y se realizé un grafico comparativo.
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4.4.4 Proceso de biotinilacion del anticuerpo de captura

El anticuerpo monoclonal anti-hemaglutinina HSN1 de ratdn (el cual tiene la funcién de actuar
como anticuerpo de captura) se biotinilé empleando las soluciones y siguiendo procedimiento
descrito en el kit de marcaje con una biotina reactiva a amina con modificaciones menores.*° Se
anadieron 25 pg de la solucién de anticuerpo y 100 pL de buffer WS a un tubo de filtracion. La
mezcla resultante se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 min. A continuacidn, se afiadieron al
tubo de filtracidn 100 L de buffer de reaccidn mas 8 uL de solucién de biotina reactiva a amina
en DMSO. La mezcla se incubd a 37 °C durante 10 min. Después de la incubacion, se anadieron
100 uL de buffer WS al tubo de filtracion y la mezcla se centrifugd a 10 000 rpm durante 10 min.
Por ultimo, se recuperd el conjugado del tubo de filtracion afiadiendo 200 pL de buffer WS. La

solucion resultante se transfirié a un microtubo y se almacend a 4 °C hasta su uso.

4.4.5 Procedimiento del inmunoensayo

El volumen de cada una de las soluciones inyectadas dentro del microcanal fue de 0.25 L. En
la Figura 4-2 se localiza la representacidon general del procedimiento empleado. Primero se
inyecté al microcanal el anticuerpo monoclonal anti-hemaglutinina H5N1 de ratén biotinilado
(anticuerpo de captura) con una concentracion de 50 pg/mL en 0.5 % BSA-SAF y se incubd durante
1 h. A continuacidn, se afiadid SAF (blanco) o el estandar de VIA H5-HA en SAF con un tiempo de
incubacién de 15 min. Enseguida, se agregd 1 % de leche desnatada en polvo en SAF (solucion de
bloqueo) y se incubd durante 5 min (este paso sélo fue necesario cuando se empled el anticuerpo
marcado con la enzima fosfatasa alcalina). Posteriormente, se inyectdé anticuerpo policlonal de
hemaglutinina anti-influenza aviar A de conejo (anticuerpo de deteccidén) con una concentracion
de 50 pg/mL en 0.5 % BSA-PBS y se incubd durante 30 s. Finalmente, se inyecté anticuerpo
marcado con DyLight 650 o anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina (anticuerpo de marcaje)
con una concentracion de 50 pg/mL en 0.5 % BSA-PBS y se incubd durante 30 s. Después de cada
paso de incubacién a temperatura ambiente se elimind la solucion empleando una bomba de
vacio y se lavd la pared inmunolégica cinco veces con la solucidn de lavado sin eliminar la dltima

inyeccién de solucion de lavado.

Para los experimentos con anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina, se requirié un paso
adicional: el microdispositivo de inmuno-pared se colocd sobre la platina del microscopio de
fluorescencia y se inyectd al microcanal una solucion de sustrato flurogénico (fosfato DDAQ) de

concentracion 30 pM en una solucién amortiguadora Tris-HCl (pH 8.0, 1 uM Mg?*). La reaccidn
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enzimatica se llevd a cabo en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. Es importante

recalcar que una vez terminado el inmunoensayo los microdispositivos no pueden ser reutilizados.

DyLight 650
Anticuerpo
Nl Estreptavidina 0¥y de captupl)'a Y oY1y Anticuerpo T g \\
\%{‘/v &g  biotinilado /gL H5-HA “g;(;‘ : g i \%(‘ marcado \
SR NP )/ XN ) Ry )// S b )/
L @ [ (b) 7 . LN T )
},C ‘ I ‘ = \\<Q ) -
P 1y 1h e “»,,f\ =
LI 4_\ 15 min ‘a‘:[\ 30s £ 30s \3‘;\
Inmuno-pared Sustrato
(e)l 30s fluorogénico
Fosfatasa Producto _ ;.’ /
alcalina ﬂuorescente
- \&* ée/( =
v )/’ | )/ ‘)
NG
L S (f) |

Figura 4-2. Representacion esquematica del proceso del inmunoensayo empleando el microdispositivo de inmuno-
pared. Inyeccion de (a) anticuerpo de captura con incubacién de 1 h, (b) el antigeno (H5-HA) con incubacion de 15
min, (c) el anticuerpo de deteccidén con incubacion de 30 s, (d) el anticuerpo marcado con fluorescencia con
incubacion de 30 s, (e) el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina con incubacién de 30 s, y (f) adicion
del sustrato fluorogénico para llevar a cabo la reaccién enzimatica durante 30 min.

4.4.6 Captura y analisis de imagenes

El microdispositivo de inmuno-pared se colocé en un microscopio de fluorescencia invertido
(BZ-9000, Keyence) con un filtro Cy5 (OP-87766; excitaciéon 620/60 nm, emision 700/75 nm;
Keyence). Se tomaron imdagenes de fluorescencia a los 10, 20 y 30 min para el ensayo de
anticuerpos marcados con fosfatasa alcalina (el tiempo de exposicidon de la cdmara CCD fue de
0.5 s) y sin ningun intervalo de tiempo para el ensayo de anticuerpos marcados con DyLight 650
(el tiempo de exposicidon de la cdmara CCD fue de 7 s). Para cada estandar, el ensayo se realizé
por triplicado. La intensidad de la fluorescencia de las imagenes capturadas se midié mediante el
programa Imagel, definiendo la zona de medicion y obteniendo un valor arbitrario de

fluorescencia.

4.4.7 Construccion de las curvas de calibracién
Se prepararon estandares de AVI H5-HA en SAF abarcando concentraciones de 1 a 100 ng/mL
y se construyeron las curvas de calibracidon tanto para el inmunoensayo con anticuerpo marcado

con fluorescencia (DyLight 650) como para el inmunoensayo realizado con el anticuerpo marcado
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con la enzima fosfatasa alcalina (en este caso se obtuvieron tres curvas de calibracidn, para un
tiempo de reaccidon enzimdtica de 10, 20 y 30 min). Cada uno de los estdndares se midié por

triplicado.

4.4.8 Estudio de selectividad

Los experimentos de selectividad se llevaron a cabo con cuatro tipos de proteinas de
hemaglutinina H1, H3, H5 y H7. Se prepararon soluciones de cada estandar a una concentracion
de 100 ng /mL en SAF (anticuerpo marcado con fluorescencia) y 20 ng/mL en SAF (anticuerpo
marcado con enzima) y se realizd en inmunoensayo empleando el microdispositivo de inmuno-

pared. Los resultados obtenidos se compararon con la sefial del blanco de reaccion (SAF).

4.5 RESULTADOS Y ANALISIS

4.5.1 Establecimiento de las condiciones para la construccion de la inmuno-pared

Trabajos anteriores empleando la deteccidn por medio de una inmuno-pared de 20 um de
anchoy el anticuerpo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina han demostrado su gran utilidad
para el aumento en la sensibilidad de la deteccion y amplificacién de la seiial analitica,
seleccionando al sustrato fluorogénico fosfato DDAO como el ideal para llevar a cabo la reaccion
enzimatica.l” Sin embargo, este procedimiento no sélo provoca un aumento en la intensidad
fluorescente, sino también, un aumento considerable de la variaciéon de las sefiales analiticas
registradas. Por esta razén, se decidid buscar condiciones experimentales que permitieran
mantener una sefal analitica alta con una minima variacion al emplear el anticuerpo marcado

con la enzima fosfatasa alcalina.

4.5.1.1 Estudio de la intensidad fluorescente en funcién del tiempo
La Figura 4-3 muestra los resultados de intensidad fluorescente en funcidn del tiempo para
una inmuno-pared de 20 y 40 um de ancho después de la adicidén de la solucion DDAO. Como se
observa, la sefial analitica aumentd en ambos casos durante los primeros 5 min, para después
mantenerse practicamente constante. La amplificacién de la intensidad fluorescente y su
aumento en funcidn del tiempo puede atribuirse en gran medida a la estructura de la inmuno-
pared, debido a la acumulacidon espontanea de la molécula fluorescente DDAO (producto de

reaccion enzimatica entre la enzima fosfatasa alcalina y DDAO fosfato) dentro de la pared de
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AWP.8! Sin embargo, es importante recalcar que pese a que la inmuno-pared con un ancho de
20 um presenté una mayor intensidad fluorescente en comparacion con la de 40 um, la variacion
entre las sefiales registradas fue mucho mayor presentando un coeficiente de variacion (CV) de
alrededor del 20 %, mientras que para la inmuno pared con un ancho de 40 pum se obtuvo un CV
=12 %. Ademas, el aumento en el ancho de la inmuno-pared le confiere una forma mas definida
y menor probabilidad de sufrir alguna deformacién durante los pasos del inmunoensayo, ya que
la inmuno-pared de 20 um de ancho era mas propensa a deformarse en comparacién con la de
40 um, tal como se aprecia en la Figura 4-4. Por lo anterior, se decidié seleccionar un ancho de

canal de 40 um para realizar los experimentos posteriores.
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Figura 4-3. Intensidad fluorescente en funcion del tiempo al emplear una inmuno-pared de 20 y 40 um de ancho
construida con una relacién AWP:SAF 5:5. El tiempo cero corresponde a antes de la adicién de la solucién DDAO 0.25
UM en solucién amortiguadora Tris-HCI (pH 8.0, 1 uM Mg?*) hasta un tiempo de 30 min (n = 6).

100 pm

Figura 4-4. Imagen de una inmuno-pared de (a) 20 um y (b) 40 um de ancho después de 10 min de la adicién de la
solucién de DDAO 0.25 puM en solucién amortiguadora Tris-HCI (pH 8.0, 1 uM Mg?*). AWP:SAF 5:5
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4.5.1.2 Variacion de la relacion AWP:SAF

La modificacion en la relacion AWP:SAF influye directamente en la estructura de la inmuno-
pared construida, ya que a mayor cantidad de polimero AWP, ésta sera mas rigida adquiriendo
una forma mas definida. Como se observa en la Figura 4-5, el aumento en la cantidad de AWP
favorecid el incremento en la sefial analitica, asi, con una relacion AWP:SAF 9:1 se obtuvo la
intensidad fluorescente mas alta (CV = 17 %) mientras que con la relacién 3:7 la intensidad mas
baja (CV = 8 %). Este comportamiento se atribuye a que, al tener mayor cantidad de AWP, la
molécula fluorescente DDAO tiende a acumularse en mayor cantidad dentro de la inmuno-pared

aumentan la sefial registrada, asi como también aumentan la variacién de las senales.

Debido a que se busca tener un balance entre una sefal fluorescente alta con una baja
variacion, se decidié seleccionar la relacion 7:3 con un CV = 10 % para la futura construccién de

la inmuno-pared.

25000
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m07:03

20000 m05:05

03:07
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1 3 5 10 15
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Intensidad Fluorescente (u.a.)
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Figura 4-5. Intensidad fluorescente en funcién del tiempo empleando diferentes relaciones de AWP:SAF para la
construccion de la inmuno-pared de 40 um de ancho. El tiempo cero corresponde a antes de la adicidn de la solucidn
DDAO 0.25 puM en solucién amortiguadora Tris-HCI (pH 8.0, 1 uM Mg?*) hasta un tiempo de 15 min (n = 6).

Si se comparan los resultados obtenidos con las condiciones empleadas por Keine et al.
(inmuno-pared con 20 um de ancho, AWP:SAF 5:5)7 con las obtenidas al modificar el ancho de la
inmuno-pared (40 um) y relacién AWP:SAF (7:3), se observan intensidades fluorescentes similares,
pero con valores de CV mucho menores para los experimentos empleando un ancho de la
inmuno-pared 40 um vy relacion AWP:SAF 7:3 (Figura 4-6). Debido a lo anterior, se decidid
seleccionar etas Ultimas condiciones para realizar los inmunoensayos empleando el anticuerpo

conjugado a la enzima fosfatasa alcalina.
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Figura 4-6. Intensidad fluorescente en funcién del tiempo al emplear una inmuno-pared de 20 um (AWP:SAF 5:5) y
40 um (AWP:SAF 7:3) de ancho. El tiempo cero corresponde a antes de la adicion de la solucion DDAO 0.25 uM en
solucién amortiguadora Tris-HCl (pH 8.0, 1 uM Mg?*) hasta un tiempo de 15 min (n = 6).

4.5.2 Proceso de biotinilacion del anticuerpo de captura

La unién covalente de biotina a anticuerpos (biotinilacién) es una técnica ampliamente usada
en la realizacidon de inmunoensayos. En este caso se empled una biotina reactiva a aminas, la cual
posee un grupo éster succinimidilico que puede formar facilmente un enlace covalente con un
grupo amino de una proteina u otras macromoléculas sin ningun proceso de activacion (Figura 4-
7). De acuerdo con el kit de inmovilizacién empleado®® se logré la conjugacion de entre 7 y 10

moléculas de biotina por cada anticuerpo

Figura 4-7. Ejemplificacién del proceso de biotinilacién de un anticuerpo.&°

4.5.3 Captura y andlisis de imagenes

A continuacidn, se muestran las imagenes de fluorescencia tipicas obtenidas durante el andlisis
para un estandar de H5-HA en SAF. El area de deteccidn (rectdngulo punteado color rojo) se ajusté
manualmente en el programa Image) a 20 x 1000 pixeles o 100 x 1000 pixeles segun el
inmunoensayo realizado, anticuerpo marcado con DyLight 650 o marcado con enzima fosfatasa
alcalina, respectivamente. Obteniendo asi unidades arbitrarias de intensidad fluorescente para la

posterior construccidon de las curvas de calibracion. Para el inmunoensayo con el anticuerpo
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marcado con DylLight 650 la intensidad fluorescente se presentd en ambos lados de la pared
inmunoldgica en donde se inmovilizaron y unieron los anticuerpos (Figura 4-8(a)), mientras que
al emplear el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina el producto enzimatico
fluorescente (DDAO) se difunde y concentra dentro de la inmuno-pared induciendo la aparicién

de fluorescencia dentro de toda la estructura (Figura 4-8(b)).

C) )

100 pm 100 pm

Figura 4-8. Imagenes de fluorescencia tipicas al emplear el microdispositivo de inmuno-pared para un estandar VIA
H5-HA de 100 ng/mL. (a) Anticuerpo marcado con DyLight 650 con un 4rea de deteccién de 20 x 1000 pixeles (tiempo
de exposicion de la cdmara CCD =7 s). (b) Anticuerpo marcado con enzima con un area de deteccion de 100 x 1000
pixeles (el tiempo de exposicién de la cdmara CCD = 0.5 s). El rectdngulo punteado representa el area de deteccion.

4.5.4 Deteccion de H5-HA con el anticuerpo marcado con DyLight 650

La curva de calibracidn construida abarcé un intervalo de concentraciones de H5-HA de 1 a
100 ng/mL (Figura 4-9). El limite de deteccidn (LOD), se determind considerando el promedio de
la sefial del blanco mas tres desviaciones estandar, obteniendo un valor de 10.7 ng/mL. Por lo
tanto, el intervalo de cuantificacion de H5-HA fue de 10.7 a 100 ng/mL con un tiempo total de

analisis de 16 min (sin considerar el tiempo de incubacion del anticuerpo de captura).

— 16000
14000
12000 E
10000
8000 | 3
6000 | &
4000
2000 |
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Figura 4-9. Curva de calibracion para la cuantificacion de H5-HA empleando el microdispositivo de inmuno-pared con
el anticuerpo marcado con DyLight 650. Intervalo de cuantificacién 10.7—100 ng/mL. La linea punteada representa
el LOD (promedio del blanco + 3S). El tiempo de exposicidn de la cdmara CCD fue de 7 s (n = 3).
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4.5.5 Deteccion de H5-HA con el anticuerpo marcado con enzima (fosfatasa alcalina)

El uso del anticuerpo marcado con enzima tiene la finalidad de obtener un aumento en la
sensibilidad del método. En este caso fue necesaria la adicién de una solucién de bloqueo (1 % de
leche desnatada en SAF) para evitar la adsorcion no especifica del anticuerpo de deteccion en la
superficie de lainmuno-pared y prevenir la variacidn en las sefiales de fluorescencia. Este paso se
realizd una vez que el antigeno (H5-HA) se unid al anticuerpo de captura, ya que, si se realizaba

antes, interferia con el proceso de unién.

El producto fluorescente (DDAQ) se generd por medio de una reaccién enzimatica en presencia
de una cantidad en exceso de sustrato fluorogénico (fosfato DDAO) y la enzima fosfatasa
alcalina.'” Para estudiar la variacion de la intensidad fluorescente del producto de reaccién
enzimdtica en funcién del tiempo, se utilizé una solucion estandar de H5-HA en SAF de
concentracion de 20 ng/mL para la realizacidn del inmunoensayo, las sefiales de fluorescencia se
midieron durante 30 min en intervalos de 10 min. Se encontré que la intensidad de la
fluorescencia aumenta considerablemente en funcidn del tiempo (Figura 4-10(a)) por lo que se
decidio realizar una curva de calibracidn para cada uno de los tres tiempos de reaccion enzimatica.
Las curvas de calibracién resultantes para los estdandares de H5-HA en un intervalo de
concentracion de 0.1 a 100 ng/mL se muestran en la Figura 4-10(b). A pesar de que la intensidad
fluorescente aumentd con el tiempo de reaccidn enzimatica, el comportamiento de las curvas de
calibracion es muy similar. Los LOD’s, calculados considerando el promedio del blanco mas tres
desviaciones estandar, fueron 0.23 ng/mL (10 min), 0.31 ng/mL (20 min) y 0.33 ng/mL (30 min).
Estos valores no difieren mucho entre si, y todos ellos son mucho mas bajos que el LOD obtenido
para el ensayo con anticuerpo marcado con fluorescencia. Como la finalidad del experimento es
disminuir el tiempo de analisis, se selecciond un tiempo de reacciéon enzimatica de 10 min para
llevar a cabo los experimentos de selectividad posteriores. El intervalo de deteccion fue de 0.23
a 100 ng/mL con un tiempo total de analisis de 31 min (sin considerar el tiempo de incubacidon del

anticuerpo de captura).

4.5.6 Comparacion del método desarrollado vs. un kit comercial

La Tabla 4-1 resume y compara los resultados obtenidos al realizar el inmunoensayo en el
microdispositivo de inmuno-pared con los reportados para un método de placa de microtitulacién
convencional (H5N1 (Avian Flu) Hemagglutinin ELISA Pair Set).®2 Como se observa en la tabla, el
kit ELISA posee el valor mas bajo de LOD (0.08 ng/mL), pero el tiempo de analisis mas largo (260

min). Los microdispositivos de inmuno-pared tienen la ventaja de requerir un volumen muy
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pequefio de muestra (0.25 ul) y un tiempo de ensayo mucho mas corto. Por ejemplo, utilizando
el anticuerpo marcado con fluorescencia la deteccidn y cuantificacion de H5-HA se realiza en tan
sélo 16 min, con un valor de LOD de 10.7 ng/mL. Si se emplea el anticuerpo marcado con enzima,
se incrementa considerablemente la sensibilidad (LOD = 0.23 ng/mL) manteniendo un tiempo de
analisis considerablemente corto (31 min). La comparacidon de los valores de LOD entre el
dispositivo de inmuno-pared con anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina y el método de
microplaca descrito en el kit ELISA muestran que éste Ultimo es casi tres veces mas sensible. Sin
embargo, el tiempo requerido para el analisis es ocho veces mayor. Como la deteccién rapida y
oportuna de VIA H5-HA es necesaria para detener la propagacién y la mutaciéon de este virus en
su forma altamente patdgena,® el microdispositivo de inmuno-pared con anticuerpo marcado
con enzima fosfatasa alcalina es opcién viable para su futura deteccion de manera rapida y

sensible utilizando un volumen de muestra muy bajo.
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Figura 4-10. Medidas de intensidad fluorescente del inmunoensayo en microdispositivo de inmuno-pared empleando
el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina. (a) Intensidad fluorescente de un estandar de H5-HA en SAF
(20 ng/mL) en funcidén del tiempo. (b) Curvas de calibracién para la cuantificacién de H5-HA bajo tres tiempos de
reaccién enzimatica (10 min, 20 min, y 30 min). Intervalo de cuantificacién 0.23—100 ng/mL. Las lineas punteadas
representan el LOD (promedio del blanco + 3S). El tiempo de exposicion de la cdmara CCD fue de 0.5 s (n = 3).

Tabla 4-1. Caracteristicas de los métodos de deteccion de VIA H5-HA empleando el microdispositivo de inmuno-
pared (anticuerpo marcado con fluorescencia y con enzima) y el método convencional en microplaca (kit ELISA).

L. Microdispositivo de inmuno-pared Método convencional en
Caracteristica - - - - . : 182
Anticuerpo-DyLight 650 Anticuerpo-fosfatasa alcalina  microplaca (kit ELISA)
Tiempo 16 min 31 min 260 min
Volumen 0.25 uL 0.25 pL 100 uL
LOD 10.7 ng/mL 0.23 ng/mL 0.08 ng/mL
( ]
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4.5.7 Estudio de selectividad

Los valores normalizados de intensidad fluorescente se calcularon considerando el promedio
de la sefial de deteccién del estandar H5-HA como 1. Los resultados muestran que, entre los
diferentes subtipos de proteinas de hemaglutinina, H5-HA fue el Unico que presentd una sefial
significativamente diferente al blanco tanto para la deteccidn con el anticuerpo con marcaje
fluorescente como con enzima (Figura 4-11). A partir de estos resultados, se concluyé que el
microdispositivo de inmuno-pared es una opcién prometedora para la futura deteccion del virus
VIA H5-HA.

1.2
m Anticuerpo-DyLight 650

1 B Anticuerpo-Fosfatasa alcalina
(]
®
N 08 +
£
5 06
=
5 04 L
Y

02

0

Blanco H1-HA  H3-HA  H5-HA  H7-HA

Figura 4-11. Valores normalizados de intensidad fluorescente para diferentes subtipos de hemaglutinina (H1, H3, H5,
H7) y blanco de reaccion (SAF) medidos con el dispositivo de inmuno-pared utilizando anticuerpos marcados con
fluorescencia y marcados con enzima (tiempo de reaccion enzimatica 10 min) (n = 3).

4.6 CONCLUSIONES

En este trabajo, se optimizd la deteccidn y cuantificacion de VIA H5-HA por medio de un
microdispositivo de inmuno-pared con deteccidn fluorescente. El anticuerpo marcado con
fluorescencia (DyLight 650) y el anticuerpo marcado con enzima (fosfatasa alcalina) se utilizaron
como dos variantes de anticuerpos de marcaje para realizar la deteccidén obteniendo un aumento
en la sensibilidad al emplear el anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina con fosfato DDAO como
sustrato fluorogénico, debido a la amplificacion enzimatica de la sefial analitica obteniendo un
LOD de 0.23 ng/mL, casi 50 veces menor que el del anticuerpo marcado con fluorescencia (10.7
ng/mL), y con un intervalo de cuantificacion entre 0.23 y 100 ng/mL. Ademas, sélo se requirieron
31 min de tiempo de analisis con un pequefio volumen de muestra (0.25 pL). El método demostré
ser altamente selectivo frente a otros subtipos de hemaglutininas. El dispositivo de inmuno-pared
con anticuerpo marcado con enzima ofrece la posibilidad de realizar un inmunoensayo rapido,

sensible, selectivo y simple para la deteccion y cuantificaciéon de VIA H5-HA.
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* CAPITULOV *

Microdispositivo en flujo continuo con nanoparticulas magnéticas

para la cuantificacion de urea en muestras de orina y plasma

5.1 RESUMEN

La urea es el metabolito final del procesamiento de proteinas y compuestos nitrogenados en
mamiferos. Formada exclusivamente en el higado, la urea es principalmente transportado por el
torrente sanguineo a los rifiones donde se excreta en la orina, lo que representan 80 — 90% de la
excrecion de nitrégeno en humanos. Un mal funcionamiento de los riflones incrementa el nivel
de urea presente en sangre, convirtiéndose en un biomarcador util en el diagnéstico clinico para
evaluar la funcién renal. La deteccion de urea empleando microdispositivos ya ha sido estudiada
aprovechado las ventajas que este tipo de dispositivos brindan (bajo costo, disminucion de
tiempo de andlisis y uso de muestras/reactivos, portabilidad, rapidez, entre otras) enfocandose
en su mayoria en deteccidon conductimétrica, sin embargo, pocos son los trabajados que han
explorado el area de deteccidén espectrofotométrica. En el presente trabajo se disefid, fabrico,
caracterizo y evalué un microdispositivo de polidimetilsiloxano (PDMS) para la cuantificacién de
urea en flujo continuo. El disefio del microdispositivo cuenta con dos zonas principales: (1) zona
de reaccion enzimatica en donde se encuentran retenidas nanoparticulas magnéticas conjugadas
con ureasa y (2) zona de reaccidn de deteccion en donde se incorporan el resto de los reactivos
(reaccion modificada de Berthelot) para producir el producto de reacciéon colorido. La deteccién
espectrofotométrica se realizdé en un microdispositivo adicional empleado como microcelda de
flujo con un disefio en Z acoplado con fibras dpticas. La curva de calibracion construida con
estandares de urea diluidos en solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) 0.05 mol/L pH 7.0 tuvo
un intervalo lineal de 0.12 — 3.00 mg/dL con valores de limite de deteccién y cuantificacion de
0.04 y 0.12 mg/dL, respectivamente. Se evalud la precisién de la metodologia obteniendo una
repetibilidad de 0.90 % y reproducibilidad de 4.52 %. La exactitud se estudid a través de ensayos
de % recuperacion empleando muestras de plasma y orina fortificadas obteniendo valores
cercanos al 100 %. El método desarrollado se utilizdé para la cuantificacién de urea en muestras
de plasmay orina encontrando valores dentro del intervalo normal con una tasa de analisis de 11

muestras por triplicado en un tiempo de 100 min.
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5.2 INTRODUCCION

La insuficiencia renal es una enfermedad que ocurre cuando los rifiones dejan de funcionar
correctamente, perdiendo su capacidad para filtrar residuos provenientes del torrente sanguineo,
asi como exceso de liquidos y minerales. Por lo tanto, si los rifiones se encuentran dafados
pueden acumularse desechos peligrosos en el organismo, ademas de una elevacion en la presiéon
arterial, retencion de liquidos y baja produccién de glébulos rojos. Lamentablemente, esta
enfermedad no tiene curay, una vez alcanzada la falla renal, el paciente debe recibir tratamiento
de dialisis o un trasplante de rifién para sobrevivir, sin embargo, si no se trata a tiempo, esta
enfermedad puede ser fatal. Las cifras de morbilidad y mortalidad son alarmantes y, en México,
representa una de las principales causas de atencion en hospitalizacién y en servicios de

urgencia.8

Como un indicador de la funcién del rifidn, la determinacidn de urea en muestras de plasma o
suero y orina es una prueba rutinaria en los laboratorios de andlisis clinicos.?’ La urea es el
metabolito final predominante de los compuestos nitrogenados en mamiferos, y representa del
80 al 90 % de la excrecién de nitrégeno en los seres humanos. Este biomarcador se forma
exclusivamente en el higado y se transporta principalmente por la sangre hacia los rifiones donde
se excreta en la orina,*’® su concentracidon normal en plasma o suero se encuentra entre valores
de 15 a 45 mg/dL, mientras que puede estar hasta 50 veces mds concentrada en muestras de
orina.’! La deteccion de un incremento en los niveles de urea en este tipo de muestras puede
ser provocado por insuficiencia renal o la obstruccién del tracto urinario, por lo que su deteccion
es de gran importancia para un diagnéstico clinico oportuno y un correcto seguimiento de la

enfermedad.1?

Para la cuantificacion de urea, los métodos enzimaticos son los mas empleados, su
implementacion se basa en la reaccién de hidrélisis de urea catalizada por la enzima ureasa (URS),
obteniendo como producto de reaccion amonio (NH4*) y didxido de carbono (CO.). Esta reaccién
suele detectarse a través de métodos electroanaliticos o de manera espectrofotométrica por
medio del método de Berthelot; el cual consiste en la formacion de un indofenol colorido a partir
de la reaccion entre iones NHa*y fenol en medio basico con deteccién a longitudes de onda entre
630 y 720 nm.13114 De esta manera, la urea es cuantificada indirectamente con base en la
cantidad de iones NH4* presentes en la solucion después del proceso enzimatico. Hoy en dia, hay
disponibles diversos kits comerciales para la deteccién de urea basados en el método de Berthelot,
estos emplean voliumenes de reactivos y muestra relativamente bajos (1000 pL y 10 ul,

respectivamente),'818 sin embargo, se ha estudiado su mejora a través de la disminucién
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significativa del volumen de reactivos empleado, asi como del tiempo de analisis, por medio de la

implementacion de dispositivos de microfluidica.

La gran mayoria de las metodologias reportadas para la deteccion de urea empleando
microdispositivos se basan en biosensores mediante métodos electroanaliticos, como
potenciometria, amperometria y conductimetria,'!>*® en donde la construccién de los
electrodos dentro del microdispositivo es uno de los pasos claves para lograr una deteccion
adecuada. En comparacidn, la deteccion espectrofotométrica de urea utilizando la reaccién de
Berthelot ha sido poco estudiada. Son escasos los trabajos que han reportado este tipo de
deteccion en microchip, por ejemplo, Remiszewska et al.?® desarrollé un sistema microanalitico
para la determinacion de urea en cultivos celulares con ureasa inmovilizada sobre la superficie de
un microreactor empleando la tecnologia de baja temperatura para ceramica cocida (LTCC),
detectando iones NHs® a través del método de Berthelot modificado. No obstante, esta
metodologia presenta muchas desventajas: el proceso de microfabricaciéon es complejo y
laborioso, ya que incluye la formacién de 14 capas con disefios independientes que juntas forman
el dispositivo final, ademas la modificacidon quimica sobre la superficie de la cerdmica para
elaborar el microreactor requiere de muchos pasos como lo son hidrataciéon, silanizacidn,
reaccion con glutaraldehido y por ultimo la inmovilizacidon de la enzima ureasa, éste paso debe
realizarse con cuidado cada vez que se construye un nuevo microdispositivo, ya que, una
modificacion sobre la inmovilizacidon puede conducir a una reproducibilidad y repetibilidad baja.
Estos microdispositivos son desechables con un tiempo de vida de la enzima inmovilizada en el
microreactor de 30 dias, ya que después de este tiempo la sensibilidad disminuye en un 14 %
respecto al valor obtenido en el primer dia de medicidn, y, a pesar de sélo requerir 1 uL/min de
reactivos y muestra para realizar la deteccién, tienen una tasa de medicién de tan sélo 6

muestras/h.

En este capitulo se presenta el disefio, fabricacion y evaluacion de un microdispositivo de
PDMS reutilizable para la determinacion de urea en muestras de orina y plasma, mejorando las
desventajas encontradas en otros trabajos reportados, por medio de la construcciéon rapida y
relativamente mas barata de los microdispositivos empleando fotolitografia y litografia suave, asi
como utilizando MNPs conjugadas con la enzima ureasa como soporte sélido, buscando aumentar
significativamente el area de superficie para el desarrollo de la reaccion enzimatica vy
disminuyendo el tiempo de analisis para el procesamiento de un mayor nimero de muestras por
hora. Ademas, la cuantificacion de urea en muestras de orina y plasma se compard con una

metodologia en lote para estudiar el correcto funcionamiento del microdispositivo.
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5.3 OBJETIVO GENERAL

Disefiar, fabricar y evaluar un microdispositivo de PDMS para la cuantificaciéon en flujo

continuo de urea en muestras humanas de orina y plasma empleando nanoparticulas magnéticas

conjugadas con ureasa como soporte sélido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Emplear las técnicas de fotolitografia y litografia suave por moldeo de réplica para la
fabricacion de microdispositivos de PDMS y caracterizarlos.

Realizar el procedimiento de conjugacidn de la enzima ureasa con MNPs empleando un
kit comercial y determinar la cantidad de enzima unida por medio del ensayo de Lowry.
Optimizar en el microdispositivo la cuantificacién de urea empleando la reaccién
modificada de Berthelot, estudiando parametros como: cantidad de enzima, uso de
catalizador y su concentracidn, temperatura de reaccidn enzimdtica, concentracién de
reactivos y tiempo de vida de la enzima conjugada.

Realizar un analisis de microscopia electrénica de transmitancia (TEM) para evaluar la

conjugacién de la enzima con las MNPs.

Integrar la deteccidn espectrofotométrica con fibras dpticas en un microdispositivo.
Construir la curva de calibracién y determinar los limites de deteccién y cuantificacién,
precision y exactitud.

Cuantificar la concentracidon de urea en diferentes muestras de orina y plasma en el

microdispositivo y comparar el resultado al realizar la cuantificacién en lote.

5.4 METODOLOGIA

5.4.1 Reactivos

Fosfato acido de sodio (Na2HPO,) y fosfato didcido de potasio (KH2PO4) para la preparacion del

buffer de fosfatos (SAF) 0.05 mol/L pH 7.0, muestra comercial de cloro (Cloralex) con un

porcentaje de hipoclorito de sodio (NaClO) del 5 %, acido salicilico (C7HsOs3), nitroprusiato de sodio

(Na2[CsNgOFe]), urea, ureasa (Tipo Il de Jack Bean, 40150 U/g), Tween 80, 2-propanol y acetato

de propilenglicol monometil éter fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Hidroxido de sodio (NaOH)

se adquirié de Fermont. El kit LinkAmine MAGNETIC 200 nm se adquirié de Nanoimmunotech. La

resina fotosensible SU-8 3035 se adquirié de Microchem Inc. El kit de polidimetilsiloxano (PDMS)

Sylgard 184 se adquirié de Dow Corning Corporation.
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5.4.2 Experimentos iniciales

Los experimentos iniciales se realizaron en lote empleando microtubos y se enforcaron en la
modificacion al método de Berthelot antes de efectuar los primeros experimentos en el
microdispositivo. Se variaron pardmetros como el reactivo utilizado para la reacciéon (2-clorofenol
y salicilato), la adicion de un catalizador (nitroprusiato), y el estudio del tiempo de incubaciéon de

la reaccidn enzimatica y de desarrollo de color.

5.4.2.1 Comparacion entre el uso de 2-clorofenol y salicilato

Se realizaron una serie de experimentos en microtubos para comparar la absorbancia
registrada al emplear como reactivo 2-clorofenol y salicilato variando las unidades de enzima
ureasa utilizada. Los experimentos se condujeron de la siguiente manera: (1) se adiciond el
volumen necesario de una solucion de ureasa en SAF de concentracion 16.5 U/mL para tener una
cantidad de enzima entre 0.33 y 1.65 U; (2) se adicionaron 100 pL de un estandar de urea en SAF
de 300 mg/dL para tener una concentracién de urea de 15 mg/dL, en el caso del blanco de
reaccion se adiciond Unicamente SAF; (3) se agregaron 500 pL de hipoclorito 1 % en medio bésico
(NaOH 0.1 mol/L) mds 500 uL de una solucién de 2-clorofenol o salicilato 0.25 mol/L en medio
basico (NaOH 0.1 mol/L); (4) se adiciond el volumen necesario de agua destilada hasta completar
2 mL; (5) la mezcla de reaccion se incubd durante 40 min a 37 °C para permitir el desarrollo de
color. Cada experimento se realizé por triplicado y la medicidn de la absorbancia a A = 650 nm se
realizd en una celda de cuarzo ajustando la absorbancia con el blanco empleando un
espectrofotémetro (Cary 1 UV-Vis spectrophotometer). Los resultados obtenidos se graficaron

para comparar el uso de ambos reactivos (2-clorofenol y salicilato).

5.4.2.2 Estudio del tiempo de incubacion de la reaccién urea-ureasa

Se decidid estudiar cdmo se modifica la sefial analitica al realizar un paso extra de incubacion
de la reaccion enzimatica. Para ello se repitié la metodologia descrita en la seccidn anterior
(5.4.2.1), dnicamente empleando la solucidn de salicilato 0.25 mol/L en medio basico (NaOH 0.1
mol/L) y adicionando el paso de incubacién de la reaccién enzimatica, asi, después de la adicion
de ureasa y urea el microtubo se mezclé agitando ligeramente y se incubd a 37 °C durante un
tiempo de 5 min. Cada experimento se realizé por triplicado y la medicion de la absorbancia se
realizdé a A = 650 nm. Por ultimo, se construyd un grafico comparativo de las sefiales de

absorbancia con y sin incubacion de la reaccién enzimatica.
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5.4.2.3 Adicion del catalizador nitroprusiato de sodio

Se prepararon dos soluciones de salicilato 0.25 mol/L en medio basico (NaOH 0.1 mol/L), una
sin catalizar y otra con nitroprusiato de sodio 0.025 mol/L como catalizador. Los experimentos se
realizaron por triplicado en microtubos de la siguiente manera: (1) se adicionaron 100 pL de
solucién de ureasa en SAF 16.5 U/mL (1.65 U); (2) se agregaron 100 pL de un estandar de urea en
SAF con una concentracion de 4 mg/dL para tener una concentracion de urea de 0.2 mg/dL, en el
caso del blanco de reaccidn se adicioné Unicamente SAF; (3) la mezcla se agitd ligeramente y se
realizd el paso de incubacién de la reaccidn enzimatica en bafio de agua a 37 °C durante 5 min;
(4) se adicionaron 500 pL de hipoclorito 1 % en medio basico (NaOH 0.1 mol/L) mas 500 pL
salicilato 0.25 mol/L en medio basico (NaOH 0.1 mol/L) con o sin catalizador; (5) se agrego el
volumen necesario de agua destilada hasta completar 2 mL; (5) la mezcla de reaccién se incubd

durante 40 min a 37 °C en bafo de agua para permitir el desarrollo de color.

Se realizd el espectro de absorcidn de los productos de reaccién con y sin el uso de catalizador
para corroborar la longitud de onda de maxima absorcion. La absorbancia se mididé en una celda
de cuarzo a A = 650 nm para el producto sin catalizador y a A = 690 nm para el producto con

catalizador. Se realizé un grafico comparativo entre ambos resultados.

5.4.2.4 Estudio del tiempo de incubacidn de la reaccion de Berthelot
Con la finalidad de disminuir el tiempo de incubacidn para el desarrollo de color después de la
adicion de la solucidn de hipoclorito y salicilato con catalizador (reaccidn de Berthelot), se realizé
un procedimiento similar al descrito en la seccién anterior (5.4.2.3) con una concentracién de
urea de 0.5 mg/dL. En este caso, el tltimo paso de incubacién a 37 °C en bafio de agua se realizé
registrando la absorbancia del producto de reaccién a A = 690 nm en diferente tiempo durante
un periodo de 1 a 40 min. Los resultados obtenidos se graficaron para seleccionar el tiempo de

incubacidén para la reaccion de desarrollo de color.

5.4.3 Diseno, fabricacion y caracterizacion de los microdispositivos

La fabricacion y caracterizacidon de los microdispositivos de PDMS se realizé siguiendo el
procedimiento descrito en el Capitulo Il seccion 2.4.2, con la diferencia de que el paso de
distribucién de la fotorresina sobre la oblea de silicio empleando el spin-coater se implementd

Unicamente una vez para obtener una profundidad de microcanal de alrededor de 100 um.
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5.4.4 Toma y tratamiento de muestras

e Muestras de plasma: las muestras de sangre se tomaron utilizando un tubo BD
Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2 en pacientes entre 21 y 50 afios,
inmediatamente se separd el plasma del resto de la sangre mediante centrifugacién a
4500 rpm durante 10 minutos y se almacend a —20 °C hasta su uso.

e Muestras de orina: se pidid a los mismos pacientes que donaron la muestra de sangre
gue recolectaran la primera orina de la manana en un frasco esterilizado, 3 mL de Ia
muestra se filtraron empleando un filtro de jeringa de 0.45 pum de poro (Sigma-Aldrich)

y se almacend a 4 °C por un maximo de 24 h para su analisis.

5.4.5 Conjugacion de ureasa (URS) con las nanoparticulas magnéticas (MNPs)

La enzima ureasa se inmovilizé covalentemente a los grupos carboxilo en la superficie de las
MNPs siguiendo el procedimiento descrito en el kit LinkAmine MAGNETIC con modificaciones
menores,'* tal como se describid en el Capitulo Il seccién 2.4.5 utilizando una solucidn de ureasa
(URS) de concentracion aproximada de 6 mg/mL. Las MNPs-URS resultantes se resuspendieron
en solucién amortiguadora (SAF) y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Posteriormente, preparando las soluciones (reactivos A — D) presentadas en el Capitulo Il
seccién 2.4.5, se cuantificé la cantidad de enzima ureasa conjugada por mg de nanoparticula
magnética por medio del ensayo de Lowry. Para ello se empled una solucién madre de ureasa de
concentracion 5 mg/mL con la que se realizaron las diluciones necesarias para preparar siete
estandares abarcando concentraciones entre 50 y 2000 pg/mL (Tabla 5-1). La curva de calibracion

se realizo por triplicado y con los valores obtenidos se construyd una sola curva de calibracion.

Tabla 5-1. Construccién de la curva de calibracion para la cuantificacion de ureasa (URS) por el ensayo de Lowry.
Todos los estandares se aforaron a un volumen final de 2 mL con agua destilada.

Estandar [URS] (ug/mL) Volumen URS* (uL) Volumen reactivo C (mL) Volumen reactivo D (uL)

Blanco -- --

1 50 20

2 100 40

3 250 100

4 500 200 ! 100
5 1000 400

6 1500 600

7 2000 800

*A partir de una solucién de ureasa (URS) de 5 mg/mL
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Se cuantificd la concentracién de URS en la solucién antes y después de realizar la conjugacion
con las MNPs. Para ello, se prepararon por triplicado soluciones de URS inicial (empleando un
estandar de URS 6 mg/mL) y final (empleando el sobrenadante de inmovilizacidn). La diferencia

entre ambas concentraciones corresponde a la cantidad de ureasa inmovilizada.

5.4.6 Analisis de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)
Se corrobord la correcta unidn de la enzima con las MNPs mediante la técnica de microscopia
electrénica de transmision (TEM). La muestra se preparé y analizo siguiendo el procedimiento

descrito en el Capitulo 11 2.4.9 tanto para las MNPs con y sin conjugacién con URS.

5.4.7 Montaje experimental para la cuantificacion de urea

El microdispositivo se colocd sobre una torre de imanes, se selld la entrada nimero (2) y en la
entrada (1) se inyectd con ayuda de una micropipeta ((Finnpipette F1, Thermo Scientific) un
volumen apropiado de la solucién de MNPs-URS (concentracion 10 mg/mL; 142.49 + 42.16 ug
URS/mg MNPs) previamente sonicadas durante 30 s. Posteriormente el microdispositivo se
colocd sobre un controlador de temperatura (Mero TCU-125, dolomite) y la torre de imanes se
posiciond en la parte superior del mismo abarcando la zona de reaccién enzimatica. Una vez
retenidas las MNPs-URS, se ingresaron los reactivos por medio de bombas de jeringa (NE-300,
New Era Pump Systems) empleando jeringas de 3 mL (BD Plastipak™) conectadas con tuberia de
teflon de 0.022 pulgadas de didmetro interno (Cole Parmer) a las entradas del microdispositivo.
El orden de ingreso fue el siguiente: (1) Agua destilada, (2) solucién de urea diluida en SAF, (3)
solucién de hipoclorito de sodio en medio basico y (4) solucion basica de salicilato con
nitroprusiato de sodio (catalizador), cada uno a un caudal fijo de 2 uL/min, teniendo asi un caudal

total de 8 uL/min. El montaje experimental puede apreciarse en la Figura 5-1.

Para la medicién del blanco de reaccién se detuvo la bomba de jeringa de entrada de urea
(entrada 2) y se aumentd el caudal de entrada de agua destilada (entrada 1) a 4 pL/min para

mantener el caudal total de 8 puL/min.

La reaccion se realizd en flujo continuo recolectando en la salida del microdispositivo con una
punta de micropipeta aproximadamente 5 pL de blanco o producto de reaccion (tiempo de
recoleccion 40 s) para su posterior deteccion espectrofotométrica. Entre cada cambio de muestra

se esperd un tiempo aproximado de 4 min antes de realizar la medicién.
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Figura 5-1. Montaje experimental para la reaccion en flujo continuo para la cuantificacion de urea empleando el
microdispositivo y MNPs-URS retenidas. Entrada de (1) agua destilada (acarreador), (2) solucién de urea en SAF, (3)
solucion de hipoclorito de sodio y (4) solucién de salicilato con catalizador, cada uno a un caudal de 2 puL/min. Caudal
total de 8 uL/min. A la salida del microdispositivo se recolecta en puntas de micropipeta el producto de reaccién.

5.4.8 Sistema de deteccion
La absorbancia del producto de reaccion recolectado en las puntas de micropipeta se midid
espectrofotométricamente a A = 690 nm ajustando el blanco con agua destilada empleando un

microdispositivo de PDMS como microcelda de flujo (Figura 2-3, Capitulo Il seccion 2.4.7).

5.4.9 Establecimiento de las condiciones de reaccion
Para la optimizacion de la metodologia se evalio el tiempo de vida de la enzima, la
temperatura de reaccién enzimatica y por ultimo se realizd un disefio de experimentos como se

describe a continuacion.

5.4.9.1 Estudio del tiempo de vida de la enzima
Empleando una solucién estandar de urea de concentracion 2.5 mg/dL diluida en SAF, 8 uL de
MNPs-URS (0.46 U de enzima ureasa), hipoclorito de sodio 0.5 % en medio basico (NaOH 0.1

127

——
| —



CAPITULO V. Microdispositivo con MNPs para cuantificacion de urea
¢ *

mol/L) y salicilato 0.25 mol/L con nitroprusiato 0.025 mol/L en medio basico (NaOH 0.1 mol/L),
se realizo la reaccion de deteccidon de urea a 37 °C durante tres dias consecutivos midiendo la
absorbancia cada cierto tiempo en un lapso de 5 a 240 min por triplicado. Asimismo, se midid la

sefal del blanco de reaccién por triplicado. Las seiales obtenidas se compararon graficamente.

5.4.9.2 Influencia de la temperatura sobre la reaccion enzimatica
Se realizé la medicién de la absorbancia del blanco de reaccién y de un estandar de urea de
concentracion 2.5 mg/dL diluida en SAF por triplicado empleando una temperatura de 37 °C y
60 °C bajo las siguientes condiciones: 8 uL de MNPs-URS (0.46 U de enzima), hipoclorito de sodio
0.5 % en medio basico (NaOH 0.1 mol/L), salicilato 0.25 mol/L con nitroprusiato (0.025 mol/L en
medio basico (NaOH 0.1 mol/L).

5.4.9.3 Disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos centrales

Con la finalidad de aumentar la medida de absorbancia, se realizé un diseifio de experimentos
factorial completo 23 con 3 puntos centrales empleando una solucién estandar de urea en SAF de
concentracion 3 mg/dL, manteniendo constante la concentracién de salicilato a 0.25 mol/L en
medio basico (NaOH 0.1 mol/L) y la temperatura a 37 °C. Se seleccionaron tres factores que
pueden influir en la reaccion enzimatica y reaccién de deteccidn asignandoles un valor alto (1),
bajo (-1) y medio (0), como se muestra en la Tabla 5-2. Con ayuda del programa STATGRAPHICS
se construyd la matriz del disefio con todas las combinaciones posibles entre los factores
seleccionados teniendo un total de 11 experimentos, para cada uno de ellos se midié la
absorbancia del par blanco de reaccion y producto. La resta de ambas absorbancias se empled

para el analisis de los resultados.

Tabla 5-2. Factores evaluados en el disefio de experimentos factorial completo 23con 3 puntos centrales.

Factor -1 0 1
[Hipoclorito] % v/v 0.1 0.3 0.5
[Nitroprusiato] mol/L 0.025 0.038 0.050

Cant. Ureasa (volumen MNPs-URS)  0.230U (4 uL) 0.345U(6puL) 0.460U (8 pL)

5.4.10 Construccion de la curva de calibracion
La curva de calibracién se construyd realizando las diluciones correspondientes de una
solucién madre de urea 10 mg/dL en SAF, abarcando concentraciones de 0.075 a 3 mg/dL. Cada

uno de los estandares se ingresé al microdispositivo comenzando del mds diluido al mas

128

——
| —



CAPITULO V. Microdispositivo con MNPs para cuantificacion de urea
¢ *

concentrada en flujo continuo bajo las condiciones de reaccidon establecidas (volumen de MNPs-
URS = 8 puL (0.46 U); hipoclorito 0.1 % en medio basico (NaOH 0.1 mol/L); salicilato/Nitroprusiato
0.25/0.05 mol/L en medio basico (NaOH 0.1 mol/L); caudal total 8 uL/min; temperatura 37 °C) y
se recolectaron 5 pL del producto de reaccién en la salida del microcanal con una punta de
micropipeta midiendo inmediatamente su absorbancia a A = 690 nm, este procedimiento se
realizé por triplicado. Asimismo, se midid la absorbancia del blanco de reaccién hasta tener un
total de 10 mediciones. Se calculé el promedio de la absorbancia del blanco de reaccién y se resto
este valor a la absorbancia registrada para cada estandar de urea, obteniendo asi la absorbancia
corregida que se empled para la construccidon del grafico de absorbancia en funcién de la

concentracion de urea.

Se determiné el intervalo lineal, asi como el valor del limite de deteccién (LOD) y limite de

cuantificacién (LOQ) considerando el valor de la desviacién estandar de la ordenada al origen (So)

y el valor de la pendiente (b1) de acuerdo con las siguientes expresiones:'8’

LOD = 3.3x SO Ecuacidn 5-1
by

LOQ — 10 x SO Ecuacion 5-2
by

5.4.11 Evaluacidn de la precision: repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio

Se prepard un estandar de urea en SAF de 1.5 mg/dL por duplicado durante 7 dias diferentes
y bajo condiciones de reaccién establecidas se midié su valor de absorbancia. Con los datos se
realizd un analisis de varianza de un factor (ANOVA) y se calculd la repetibilidad y reproducibilidad

de la metodologia.

5.4.12 Estudios de exactitud: porcentajes de recuperacion

Los porcentajes de recuperacion se realizaron empleando tanto una muestra de plasma como
de orina fortificadas con 1 mg/dL de estandar de urea en SAF. Para ello, se realizaron las diluciones
necesarias para que las muestras sin fortificar tuvieran una concentracién de urea cercana a 0.5
mg/dL, posteriormente se adicioné 1 mg/dL de estandar de urea, tal que la concentraciéon de la

muestra fortificada fuera cercana a 1.5 mg/dL (parte central de la curva de calibracidn).
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Se realizé cuantificacion de ambas muestras (sin fortificar y fortificada) por sextuplicado en el
microdispositivo bajo las condiciones de reaccidon establecidas y se registro el valor de
absorbancia, a dicho valor se le rest6 el valor de absorbancia promedio del blanco de reaccion.
Empleando la curva de calibracién previamente construida se determinaron las concentraciones

reales de ambas soluciones y se calculd el % recuperacién con base en la Ecuacion 5-3.

CMgp — CMp Ecuacion 5-3

% Recuperaciéon = c

En donde CMp en la concentracién de urea en la muestra fortificada, CMgg es la concentracidn
de urea en la muestra sin fortificar y C es la concentracion adicionada de estandar de urea para

realizar la fortificacion, en este cado C = 1 mg/dL.

5.4.13 Comparacidon con una metodologia en lote

Se empled un método de cuantificacién de urea en lote empleando microtubos, con el que se
construyo una curva de calibracién (la optimizacion de la curva de calibracidn en lote se muestra
en el Anexo 4) como se muestra a continuacién: (1) se adicionaron 100 puL de URS de
concentracion 16.5 U/mL (1.65 U); (2) se incorpordé el volumen necesario de un estandar de urea
en SAF de 5 mg/dL para abarcar un intervalo de concentraciones de 0.013 a 0.35 mg/dL, en el
caso del blanco de reaccién se adicioné SAF; (3) la enzima y el sustrato se mezclaron agitando
ligeramente el microtubo y se incubaron a 37 °C durante 5 min empleando un bafio de agua; (4)
se adicionaron 500 uL de hipoclorito 0.5 % en medio bdasico (NaOH 0.1 mol/L) mas 500 pL de
salicilato/Nitroprusiato 0.25/0.025 mol/L en medio basico (NaOH 0.1 mol/L); (5) se agregd el
volumen necesario de agua destilada hasta completar 2 mL; (6) la mezcla de reaccién se incubd
durante 10 min a 37 °C para permitir el desarrollo de color. Cada punto de la curva de calibracion
se construyo por triplicado y la medicién de la absorbancia a A = 690 nm se realizé en una celda

de cuarzo empleando un espectrofotdmetro (Cary 1 UV-Vis spectrophotometer).

Con esta misma metodologia en lote se realizd el estudio de precisidon preparando un estandar
de urea en SAF de 0.175 mg/dL por duplicado durante siete dias registrando su valor de
absorbancia, calculando la repetibilidad y reproducibilidad por medio de un ANOVA.
Posteriormente, se determinaron los porcentajes de recobro empleando tanto una muestra de

plasma como de orina para realizar las fortificaciones por sextuplicado.
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5.4.14 Cuantificacidon de muestras

Se realizd la cuantificacion de urea en tres muestras de orina y tres muestras de plasma
obtenidas en pares de un mismo paciente. Las muestras se diluyeron tomando el volumen
necesario y llevando al aforo con SAF para que sus valores de absorbancia se encontraran dentro
del intervalo central de la curva de calibracidn. Se ingresaron al microdispositivo bajo las
condiciones de reaccion establecidas para la cuantificacién de urea por triplicado. A los valores
de absorbancia registrados se les resté el valor de absorbancia promedio del blanco de reaccién
para obtener la absorbancia corregida, con la que se cuantificd la concentracién de urea
empleando la curva de calibracidn y considerando las diluciones realizadas.

Por ultimo, las mismas muestras se cuantificaron en un mismo dia utilizando el método en lote

con la finalidad de poder tener una comparacion de resultados entre ambos métodos.

5.4.15 Limpieza de los microdispositivos

Al término del ensayo, se retird la torre de imanes de la parte superior del microdispositivo y
se realizo el lavado de los microcanales empleando agua destilada en cada una de las entradas
con un caudal de 15 pL/min (caudal total 60 pL/min) durante al menos 10 min. De esta manera
todas las MNPs-URS fueron arrastradas hacia fuera del microdispositivo. Posteriormente, para
asegurar la salida de todas las nanoparticulas magnéticas de los microcanales, el microdispositivo
se sumergié en agua destilada y se colocé en bafio de ultrasonido durante 15 min. Por ultimo, los

microcanales se secaron con aire a presion y se guardaron para su posterior uso.

5.5 RESULTADOS Y ANALISIS

5.5.1 Experimentos iniciales
Los experimentos iniciales no sélo ayudaron a tener un panorama del funcionamiento de la
reaccion, sino también sirvieron de guia para el desarrollo y establecimiento de las condiciones

de la metodologia de cuantificacion en lote.

5.5.1.1 Comparacion entre el uso de 2-clorofenol y salicilato
La Figura 5-2 muestra la comparacion de la medida de absorbancia registrada al modificar el
reactivo derivado de fenol en la reaccidon de Berthelot. Como se observa, el uso de 2-clorofenol
favorece la reaccién presentando sefiales analiticas mayores que aumentan al incrementar las

unidades de URS empleadas, mientras que el salicilato no sélo presenta valores de absorbancia
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menores, sino también éstos se mantienen constantes aun cuando se aumenta la cantidad de
URS. Pese a este comportamiento, se decidid trabajar con salicilato debido a que es menos téxico;
los siguientes experimentos se enfocaron en mejorar la sefial analitica registrada al emplear

salicilato.

1.2

H Salicilato
1.0 4+ E2-Clorofenol

0.8 +

06 +

Absorbancia

04

0.2+

0.0 - I I I I
0.33 0.83 1.65 8.25 13.20

Unidades de Ureasa

Figura 5-2. Comparacion de la medida de absorbancia para un estandar de urea de 15 mg/dL en funcién de la cantidad
de enzima ureasa al modificar el reactivo 2-clorofenol y salicilato 0.25 mol/L (n = 3). A = 650 nm.

5.5.1.2 Estudio del tiempo de incubacion de la reaccién urea-ureasa
Los resultados obtenidos mostraron un incremento de alrededor de 0.2 unidades de
absorbancia al incorporar un paso extra de incubacién de reaccién enzimatica a 37 °C durante 5
min (Figura 5-3), mejorando asi la sensibilidad el método de Berthelot al emplear salicilato.
Demostrando ser este un paso clave a considerar cuando se realice la deteccion en el

microdispositivo.

B Sin incubacidn
I mIncubacién 5 min 37°C

o o o @
B oo oo N
| | ]

Absorbancia

o o 9 e
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|

0.33 0.83 1.65 8.25 13.20
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Figura 5-3. Medidas de absorbancia para un estandar de urea de 15 mg/dL en funcion de la cantidad de enzima
ureasa con y sin incubar la reaccién enzimatica empleando salicilato 0.25 mol/L (n = 3). A =650 nm.
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5.5.1.3 Adicidn del catalizador nitroprusiato de sodio

¢

El color del producto de reaccién obtenido al emplear como catalizador nitroprusiato de sodio

fue diferente al del indofenol formado sin catalizador, ya que este ultimo presentaba una

coloracion azul, mientras que el primero un color mas verdoso. Al realizar los espectros de

absorcion de ambos productos (Figura 5-4) se observa un ligero desplazamiento de la longitud de

onda de maxima absorcion cuando la reaccion de Berhtelot es catalizada. De esta manera se

seleccioné 690 nm como longitud de onda para la medicidn del producto de reaccidn al emplear

nitroprusiato como catalizador. Asimismo, se observé un aumento de casi 28 veces en la sefial

analitica cuando se adiciona nitroprusiato, tal como se muestra en la Figura 5-5, por lo que el uso

de un catalizador es indispensable para mejorar la sensibilidad de la metodologia.
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Figura 5-4. Espectros de absorcion para el producto de reaccion de la reaccién de Berthelot empleando una solucién
de salicilato 0.25 mol/L con y sin catalizador nitroprusiato de sodio 0.025 mol/L. Estandar de urea de 15 mg/dL (sin
catalizador) y 0.2 mg/dL (con catalizador), 1.65 U de URS.
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Figura 5-5. Medidas de absorbancia para un estandar de urea de 0.2 mg/dL empleando salicilato 0.25 mol/L con y sin
catalizador nitroprusiato de sodio 0.025 mol/L con 1.65 U de URS (n = 3). A = 650 nm sin catalizadory A = 690 nm con

catalizador.
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5.5.1.4 Estudio del tiempo de incubacion de la reaccion de Berthelot
La Figura 5-6 muestra los valores de absorbancia registrados al modificar el tiempo de
incubacion de la reaccidon de Berthelot a 37 °C desde 1 min hasta 40 min. Como se observa, los
valores de absorbancia registrados se incrementaron considerablemente durante los primeros 10
min de reaccion para luego mantenerse practicamente constantes, sin embargo, al emplear
tiempo de reaccién mayor a 10 min la variacion de las sefiales se incrementa. Por lo tanto, es
suficiente dejar un tiempo de incubacion de 10 min durante la reaccion de formacion del

indofenol y desarrollo de color.

0.90

0.85 +

gt ] !

0.70 +

Absorbancia

0.65 +

0.60 f f f f f f f f f
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo de reaccién (min)

Figura 5-6. Medidas de absorbancia para un estandar de urea de 0.5 mg/dL empleando salicilato 0.25 mol/L con
catalizador nitroprusiato de sodio 0.025 mol/L en funcidn del tiempo (n = 3). A = 690 nm

5.5.2 Conjugacion de ureasa (URS) con las nanoparticulas magnéticas (MNPs)

El fundamento de la reaccion de conjugacion para la formacion de MNPs-URS empleando el
kit LinkAmine MAGNETIC es el mismo que el que se muestra en el Capitulo Il seccién 2.5.3 y se
ejemplifica en la Figura 2-8.

La Figura 5-7 corresponde a la curva de calibracion para la cuantificacion de ureasa (URS) por
el ensayo de Lowry. El comportamiento observado se ajusté a una funcién de segundo grado
(R?=0.9987) con un intervalo de cuantificacién de 50 a 2000 pg/mlL.

En la Tabla 5-3 se muestra la concentracidén de la solucién de ureasa al inicio y al final del
proceso de conjugacidon con las nanoparticulas magnéticas. La diferencia entre ambas
concentraciones representa la concentracion de URS conjugada con la nanoparticula.
Posteriormente, se determind la cantidad de URS conjugada por mg de MNPs considerando que

la concentracion de las nanoparticulas magnéticas es 10 mg/mL, de acuerdo con la Ecuacion 5-4.
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Figura 5-7 Curva de calibracion para la cuantificacion de ureasa (URS) por medio del ensayo de Lowry. Intervalo lineal
50 a 2000 pg/mL (n = 3).

Tabla 5-3. Resultados para la cuantificacion de la concentracién de URS conjugada con las MNPs (n = 3).
Muestra [URS] ug/mL% S [URS conjugada] pg/mL+ S

Inicio 6290.67 £ 457.95
Final 4865.80 + 165.16

1424.87 £421.60

[URS conjugadal] ug/mL _ 1424.87 ug/mlL
[MNPs] mg/mL ~ 10mg/mL

= 142.49 ug URS/mg MNPs  Ecuacién 5-4

Posteriormente se determinaron las unidades de enzima por mg de MNPs considerando que
la enzima contiene 40 150 U/g, por lo tanto, se tienen 142.49 ug/mg MNPs = 5.72 U/mg MNPs.

5.5.3 Andlisis de microscopia electrénica de transmision (TEM)

El comportamiento observado al analizar las imagenes es muy similar al descrito para la
conjugacién de MNPs-CCP (Capitulo Il seccidn 2.5.5). Las nanoparticulas magnéticas que se
encontraban sin conjugacion con ureasa (Figura 5-8(a)) poseen un menor tamafio
(aproximadamente 10 nm) y se observan bien definidas, lo que significa que es facil distinguirlas
entre si. Las MNPs conjugadas con URS mostraron la encapsulaciéon de las nanoparticulas,
formando una especie de vesiculas donde la enzima se unié a la superficie (Figura 5-8(b)), lo que
provocd un aumento en su tamano hasta aproximadamente 200 nm, corroborandose asi la

correcta conjugacion de ureasa con las MNPs para la formaciéon del MNPs-URS.
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Figura 5-8. Imagenes TEM de las nanoparticulas magnéticas. (a) MNPs sin conjugacion. (b) MNPs-URS.

5.5.4 Disefo y caracterizacion de los microdispositivos

El microdispositivo de PDMS construido se muestra en la Figura 5-9(a). El disefio de los
microcanales se efectud considerando dos partes principales (Figura 5-9(b)): (1) zona de reaccién
enzimatica, donde se introdujeron las MNPs-URS y se retuvieron dentro de los microcanales
empleando imanes, para la posterior adicion del estandar de urea diluido en solucién
amortiguadora de fosfatos 0.05 mol/L pH 7.0 empleando agua destilada como acarreador. Esta
zona abarca hasta antes de la entrada de la solucién de hipoclorito de sodio; y (2) zona de reaccidn
de deteccion, donde se incorporaron la solucién de hipoclorito y salicilato/nitroprusiato en medio
alcalino para el desarrollo del producto de reaccién colorido que es recolectado para su posterior

deteccion espectrofotométrica.

Las medidas de ancho y profundidad de los microcanales fueron 176 £ 6 umy 92 £ 6 um,
respectivamente (en la Figura 5-9(c)) se aprecia una imagen de la seccién transversal de los
microcanales). Con una longitud de microcanal de zona de reaccidn enzimatica y zona de reaccion
de deteccién de 26.1 cm para cada una, que equivale a un volumen aproximado de 4.2 puL. De tal

manera que la longitud total de los microcanales fue 52.2 cm con un volumen total de 8.4 L.

(b) 1cm

Zona de reaccioén
enzimatica

Zona de reaccion
de deteccién

Salida

Figura 5-9. (a) Microdispositivo de PDMS fabricado. (b) Disefio del microdispositivos fabricado para la cuantificacién
de urea por medio de la reaccion modificada de Berthelot. Se identifican dos zonas principales: zona de reaccién
enzimatica y de reaccion de deteccion. (c) Vista de la seccion transversal de os microcanales ancho = 176 = 6 um,
profundidad = 92 + 6 um, volumen total 8.4 pL.
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5.5.5 Establecimiento de las condiciones de reaccion

5.5.5.1 Estudio del tiempo de vida de la enzima

La Figura 5-10 muestra los promedios de absorbancia al realizar la cuantificacién de un
estandar de urea de 2.5 mg/dL en funcién del tiempo por un periodo de cuatro horas durante
tres dias. Como se observa, la absorbancia se mantuvo practicamente constante hasta un tiempo
de 100 min (promedio de los tres dias: 0.877 + 0.043) después de este tiempo los valores de
absorbancia comenzaron a disminuir paulatinamente (promedio de los tres dias: 0.730 + 0.057)
perdiendo en promedio un 16.8 % de la sefal analitica inicial. Por lo tanto, la actividad de la
enzima disminuye en funcién del tiempo y para los estudios posteriores sélo se considerd un
tiempo de andlisis maximo de 100 min (1 h 40 min), después de dicho tiempo las MNPs-URS
retenidas dentro del microcanal debian ser remplazadas por nuevas para evitar variaciones en las
sefales. Es importante recalcar que dentro de este intervalo de tiempo es posible realizar 60
mediciones de una sola muestra en flujo continuo (considerando que el tiempo de recoleccién de
muestra es de 40 s y la deteccion tarda aproximadamente 60 s). Si se desean analizar diferentes
muestras hay que considerar que se requiere un tiempo extra de 4 min (240 s) entre cada cambio
de muestra para la limpieza de los microcanales, por lo que durante 100 min es posible analizar
un aproximado de 11 muestras por triplicado empleando Unicamente 8 uL de MNPs-URS que

equivalen a 0.46 U de enzima (tiempo de andlisis por muestra por triplicado 9 min (540 s)).

1.00
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'ﬁ’i : X %!!i 5 *Dia 2
Q080 F $73 .:2& § o DS
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Figura 5-10. Medidas de absorbancia para un estandar de urea en SAF de 2.5 mg/dL analizado en flujo continuo en
un periodo de tiempo de 5 a 240 min empleando 8 pL de MNPs-URS (0.46 U de enzima) en tres dias diferentes. La
linea punteada corresponde al promedio de la medicion del blanco de reaccién (n = 3).
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5.5.5.2 Influencia de la temperatura sobre la reaccidon enzimatica

Los resultados mostraron un ligero aumento en la sefial analitica al aumentar la temperatura
de reaccién a 60 °C tanto para la medida del blanco de reaccion (0.503 + 0.012) como para el
estandar de urea en SAF de concentracion 2.5 mg/dL (1.029 * 0.016), en comparacién con las
medidas de absorbancia registradas para el blanco (0.391 + 0.013) y estdndar de urea (0.912 +
0.006) a 37 °C como se muestra en la Figura 5-11. Sin embargo, este aumento no es significativo,
ya que la relacién entre la sefial del blanco de reaccidn y el estandar es muy similar, 2.05 a 60 °C
y 2.33 a 37 °C por lo que no se tiene un aumento en la sensibilidad del método. Por lo que se

selecciond la temperatura de 37 °C para realizar los posteriores analisis.

12
1.0 1
0.8 A

HBlanco
B [urea] 2.5 mg/dL

Absorbancia
(]
(7]
1

0.0 -
37°C 60 °C

Figura 5-11. Comparacién de las medidas de absorbancia para un estdndar de urea en SAF de 2.5 mg/dL y blanco de
reaccion a 37 °Cy 60 °C (n = 3).

5.5.5.3 Disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos centrales
Los resultados de los 11 experimentos se localizan en la Tabla 5-4. Con dichos datos se realizd
el tratamiento estadistico con el programa STATGRAPHICS buscando maximizar la respuesta
analitica (A). Con el diagrama de Pareto estandarizado se determind, con un nivel de significancia
de 95 %, qué factores influyen de manera positiva o negativa sobre la respuesta. Aquellos factores
gue no afectan significativamente se localizan por debajo de la linea perpendicular a las barras,
mientas que aquellos que sobrepasan dicho limite son considerados estadisticamente

significativos (Figura 5-12).

En este caso, el uUnico factor que afectd significativamente la sefial analitica fue Ia
concentracion del estandar de hipoclorito de sodio, tal que mientras mayor fue su concentracion,
menor fue la absorbancia, es decir tuvo un efecto negativo sobre la respuesta. En cuanto a la

cantidad de enzima y la concentracion del catalizador nitroprusiato, vemos que, aunque no son
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estadisticamente significativos, tuvieron un efecto positivo sobre la sefial analitica, de tal manera

gue al aumentar sus valores aumenté también la absorbancia. El comportamiento del cambio en

la sefal analitica en funcién de la variacion de los parametros estudiados puede apreciarse

visualmente en la Figura 5-13, en donde se muestra un diagrama de cubo con la absorbancia

esperada dependiendo de la modificaciéon de los parametros. Con base en lo anterior se

seleccionaron como condiciones de reaccidn: hipoclorito 0.1 %, nitroprusiato 0.05 mol/L y

cantidad de ureasa = 0.46 U (lo que equivale a tomar 8 uL de la solucion de MNPs-URS), que se

suman a las condiciones previamente seleccionadas salicilato 0.25 mol/L y temperatura de

reaccién de 37 °C, con las que se predice un valor maximo de absorbancia de 0.960.

Tabla 5-4. Resultados del disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos centrales

[Hipoclorito]

[Nitroprusiato]

Cant. Ureasa

No. Exp. % v/v mol/L U A*
1 0.1 0.025 0.23 0.726
2 0.3 0.0375 0.345 0.541
3 0.5 0.050 0.46 0.414
4 0.5 0.025 0.46 0.584
5 0.1 0.050 0.46 0.900
6 0.1 0.050 0.23 0.730
7 0.1 0.025 0.46 0.728
8 0.3 0.0375 0.345 0.508
9 0.5 0.0250 0.23 0.406
10 0.3 0.0375 0.345 0.514
11 0.5 0.050 0.23 0.461

A* corresponde al valor de la absorbancia corregida, al restar el blanco de reaccion.

A:[Hipoclorito]
AB

C:Cant Ureasa
B:[Nitroprusiato]
BC

AC

2

Efecto estandarizado

3

o+

i

7

Figura 5-12. Diagrama de Pareto estandarizado del disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos
centrales para la optimizacion de la cuantificacién de urea en el microdispositivo.
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Figura 5-13. Diagrama de cubo obtenido a partir del disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos
centrales para la optimizacion de la cuantificacién de urea en el microdispositivo. [Salicilato] = 0.25 mol/L a una
temperatura de 37 °C.

5.5.6 Construccion de la curva de calibracion

El ejemplo de las sefiales analiticas obtenidas para la construccién la curva de calibracion tanto
del blanco de reaccion como de los estandares de urea en SAF se muestran en la Figura 5-14(a),
en donde se puede apreciar que los espectros de absorcién poseen un maximo de absorbancia a
A =690 nm. El intervalo lineal de la curva de calibracién abarcé concentraciones de 0.12 a 3 mg/dL

(Figura 5-14(b)). Los valores de LOD y LOQ calculados fueron 0.04 y 0.12 mg/dL, respectivamente.

(a) '8 (b) 12
14 - ——Blanco .l
1.2 1 =—0.1 mg/dL
§ 10 —0.25 mg/dL S 0.8 +
S 0.8 - —0.5 mg/dL S 06 L
5 —1mgldL I
206 - L @
P | —2mg/dL g 0.4 +
0.4 1 2.5 mg/dL 0.2 y =0.3467x + 0.0167
0.2 Do : R2=0.9979
0.0 0 i f f t t f
550 600 650 700 750 800 0 05 1 1.5 20 25 3
A (nm) [Urea] mg/dL

Figura 5-14. Construccion de la curva de calibracién para la cuantificacién de urea. (a) Ejemplo de las sefiales
analiticas registradas (espectro de absorcion) del blanco de reaccién y del producto de reaccion a diferente
concentracion de urea en SAF. B) Curva de calibracion construida, intervalo lineal de 0.12 a 3 mg/dL, LOD = 0.04
mg/dL, LOQ =0.12 mg/dL (n = 3).
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Se evaluo la repetibilidad, es decir, la variacion de la sefial analitica de un estdndar de urea

obtenida por el mismo analista, instrumento y dia, asi como la variacidén entre siete dias diferentes,

conocida como reproducibilidad intralaboratorio (precisién intermedia). Los resultados de la

cuantificacién por duplicad se localizan en la Tabla 5-5.

Tabla 5-5. Resultados para la medicion de la precisién del método analitico al medir por duplicado la absorbancia

de un estandar de urea en SAF de 1.5 mg/dL durante siete dias.

A A=690 nm + S
Dia Promedio
Medicién 1 Medicidn 2
1 0.593 0.600 0.597
2 0.559 0.545 0.552
3 0.612 0.611 0.612
4 0.600 0.599 0.600
5 0.551 0.557 0.554
6 0.613 0.616 0.615
7 0.567 0.577 0.572

PROMEDIO TOTAL 0.586

Con un analisis de varianza (ANOVA) de un factor se obtuvo la suma de cuadrados (SC), los

grados de libertad (GL) y el cuadrado medio (CM) de la variacion de las absorbancias entre dias y

dentro de dias (Tabla 5-6) que seran de utilidad para el célculo de la precision.

Tabla 5-6. Andlisis de varianza de un factor para la determinacién de la precisién de la metodologia.

Origen de las variaciones SC GL cM
Entre dias 0.008260857 6 0.00137681
Dentro de dias 0.000196 7 2.8x10°
Total 0.008456857 13

Aplicando las Ecuaciones 2-2 a 2-6 (Capitulo I, seccidn 2.5.7) la repetibilidad obtenida fue

0.90 %, mientras que la reproducibilidad fue de 4.52 %.
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5.5.8 Estudios de exactitud: porcentajes de recuperacion
La medicién de los porcentajes de recuperacién se empled como una forma de evaluar la
exactitud del método analitico al comparar la cantidad de analito teéricamente adicionado a las

muestras de orina y plasma con la cantidad recuperada experimentalmente.

En las Tablas 5-7 y 5-8 se muestran los resultados obtenidos para el calculo de los porcentajes
de recuperacién empleando las muestras de orina y plasma, respectivamente. Los porcentajes
gue se determinaron fueron de 101.48 + 1.69 % utilizando la muestra de orina y de 100.81 *
1.19 % para la muestra de plasma. Lo que demuestra que la matriz de ambas muestras no
interfiere en la cuantificacion, teniendo resultados con alta exactitud al emplear el método
desarrollado. Ademas, los porcentajes de recuperacidén se encuentran dentro del intervalo

permitido para método espectrofotométricos (97 — 103 %).%8’

Tabla 5-7. Resultados registrados para la determinacion de los porcentajes de recuperacion empleando la muestra
de orina y adicionando 1 mg/dL de estandar de urea en SAF.

L Muestra sin fortificar Muestra fortificada Recuperacion .

Medicion - - % Recuperacion
A #=690nm [Urea] mg/dL  A*®0mm  [Urea] mg/dL [Urea] mg/dL

1 0.200 0.529 0.548 1.532 1.004 100.37

2 0.204 0.540 0.558 1.561 1.021 102.11

3 0.199 0.526 0.541 1.512 0.986 98.64

4 0.193 0.509 0.550 1.538 1.030 102.97

5 0.190 0.500 0.543 1.518 1.018 101.82

6 0.196 0.517 0.553 1.547 1.030 102.97
Promedio 0.197 0.520 0.549 1.535 1.015 101.48

S 0.005 0.015 0.006 0.018 0.017 1.69

Tabla 5-8. Resultados registrados para la determinacion de los % recuperacion empleando la muestra de plasmay
adicionando 1 mg/dL de estdndar de urea en SAF.

Muestra sin fortificar Muestra fortificada Recuperacion
Medicion - - % Recuperacion
A =690nm [Ureal mg/dL  A*®°m  [Urea] mg/dL [Urea] mg/dL
1 0.310 0.85 0.658 1.85 1.00 100.37
2 0.305 0.83 0.661 1.86 1.03 102.68
3 0.296 0.81 0.643 1.81 1.00 100.09
4 0.310 0.85 0.655 1.84 1.00 99.51
5 0.309 0.84 0.657 1.85 1.00 100.37
6 0.295 0.80 0.648 1.82 1.02 101.82
Promedio 0.304 0.8292 0.6537 1.8372 1.0081 100.81
S 0.007 0.0201 0.0068 0.0196 0.0119 1.19
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5.5.9 Comparacion de metodologias: Microdispositivo vs. lote

La curva de calibracién construida a través de la metodologia en lote se muestra en la Figura
5-15. Esta presentd un intervalo lineal de concentracién de urea diluida en SAF de 0.013 a 0.35
mg/dL (R? =0.9974) con LOD = 0.006 mg/dLy LOQ = 0.020 mg/dL.

1.0 +
0.8 +
8
o |
g 0.6 1
=
2 0.4 _
2
1 y =2.763x + 0.0119
0.2 | R?=0.9974
0.0 . . . I . | :
0 0.1 0.2 0.3 0.4
[Urea] mg/dL

Figura 5-15. Curva de calibracién construida para la cuantificacion de urea por el método el lote, intervalo lineal de
0.013 a 0.35 mg/dL, LOD = 0.006 mg/dL, LOQ = 0.02 mg/dL (n = 3).

Comparando los parametros de la curva de calibracién construida empleando el
microdispositivo con la curva de calibracion en lote (Tabla 5-9), se observa que el método en lote
posee una mayor sensibilidad presentando una pendiente aproximadamente ocho veces mayor
gue la pendiente de la curva de calibracién con el microdispositivo (2.76 vs. 0.34); lo que se
traduce en la cuantificacion de concentraciones de urea menores para el método en lote (menor
LOD y LOQ). Sin embargo, esto no se considera como una desventaja de la metodologia
desarrollada, ya que, pese a tener menor sensibilidad, el intervalo de cuantificacion empleando

el microdispositivo es el adecuado para cuantificar urea en muestras de orina y plasma.

En cuanto a la exactitud de ambas metodologias, se observan porcentajes de repetibilidad y
reproducibilidad muy cercanos entre si, Unicamente la reproducibilidad tiende a ser ligeramente
mayor al emplear el microdispositivo debido posiblemente al error implicado en la inmovilizacién
de las MNPs-URS dentro del microcanal durante diferentes dias y al manejo de volimenes mucho
menores. Pese a lo anterior, el porcentaje de reproducibilidad obtenido para el microdispositivo
es bastante bajo y aceptable si se considera que se trata de un método miniaturizado. Asimismo,
los porcentajes de recuperacion entre ambas metodologias fueron practicamente iguales

estadisticamente.
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Tabla 5-9. Comparacidn de las metodologias para la cuantificacion de urea.

Parametro Microdispositivo Lote
Intervalo lineal 0.12 -3 mg/dL 0.013 - 0.35 mg/dL
Ecuacion lineal y=0.3467 x + 0.0167 y=2.763 x +0.0.0119

R?=0.9979 R?=0.9974

LoD 0.04 mg/dL 0.006 mg/dL

LoQ 0.12 mg/dL 0.02 mg/dL
Repetibilidad 0.90 % 0.88 %
Reproducibilidad 4.52 % 2.83 %

Muestra plasma: 101.81+1.19% Muestra plasma: 102.23 +2.37 %

o R g
% Recuperacion )\ ctra orina: 101.48 + 1.69 % Muestra orina: 101.73 + 1.94 %

5.5.10 Cuantificacion de muestras

La concentracidn de urea en las tres muestras de plasma y orina empleando tanto el
microdispositivo desarrollado en este trabajo como el método en lote con microtubos se muestra
en la Tabla 5-10. Dado que la concentracion tipica de urea en plasma oscila entre 15 a 45 mg/dL,
mientras que en orina puede encontrarse hasta 50 veces mas concentrada de lo que se encuentra
en plasma (750 — 2250 mg/dL),*'? los valores obtenidos se encuentran dentro de los valores
normales para este analisis clinico. Por lo que los pacientes, cuyas muestras fueron analizadas, no

presentan ningun tipo de complicacion renal o hepatica.

Tabla 5-10. Comparacidn de la cuantificacidon de urea en muestras de plasma y orina empleando el método de
cuantificacion en microdispositivo y en lote.

[Urea] mg/dL

Muestra En microdispositivo En lote
Plasma 1 23.14 +0.89 22.57 +0.69
Plasma 2 19.08 + 0.68 19.10+0.58
Plasma 3 20.36+0.79 19.96 + 0.62
Orinal 1489.92 + 71.56 1453.91 + 56.66
Orina 2 870.73 +42.12 845.44 + 33.12
Orina 3 1735.55 + 82.60 1705.18 £ 69.20
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5.6 CONCLUSIONES

Se disefid, caracterizd y evalud un microdispositivo reutilizable de PDMS para la cuantificacion
de urea con deteccidn espectrofotométrica empleando nanoparticulas magnéticas conjugadas
con la enzima ureasa. La reaccion se llevd a cabo en flujo continuo con un promedio de andlisis
por muestra por triplicado de 9 min empleando tan sélo 8 uL de MNPs-URS (0.46 U de enzima)
con un tiempo de vida de la enzima conjugada de 100 min. La curva de calibracidon de urea en
SAF tuvo un intervalo lineal de 0.12 a 3 mg/dL, con limite de deteccion de 0.04 mg/dLy de
cuantificacion de 0.12 mg/dL. Se evalud la precision de la metodologia en términos de
reproducibilidad y repetibilidad, obteniendo como resultado 0.90 % y 4.52 %, respectivamente.
Mientras que los porcentajes de recuperacién tuvieron valores cercanos al 100 %, corroborando
la exactitud del método. Se analizaron muestras de orina plasma, cuya cuantificacion se
encuentra dentro de los valores normales de cuantificacién. La metodologia desarrollada se
compard con una metodologia en lote presentando resultados similares, sin embargo, el
microdispositivo tiene la ventaja de sdlo requerir 1.33 pyL de muestra y reactivos por analisis con
un tiempo de 40 s, mejorando las caracteristicas de medicion de otros microdispositivos

desarrollados con una tasa de andlisis de 36 mediciones por hora.
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En este trabajo se demostro el potencial que los dispositivos de microfluidica poseen para su

¢

uso en el drea de diagndstico clinico, logrando realizar la separacion de plasma sanguineo con

diluciéon en el mismo microdispositivo, asi como la cuantificacion de algunos biomarcadores

relevantes como anti-CCP para el diagndstico diferencial de AR y urea para la valoracién de una

falla renal o hepdtica. En general, los cuatro microdispositivos fabricados y estudiados

demostraron tener ventajas frente a métodos convencionales de andlisis, las cuales estan

estrictamente relacionadas con las caracteristicas que los hacen tan Illamativos, como lo es el

consumo minimo de reactivos y muestras, integracion de pasos multiples, asi como cortos

tiempos de andlisis. En la Tabla CG, se resumen las principales ventajas y desventajas encontradas

para cada uno de los microdispositivos.

Tabla CG. Principales ventajas y desventajas para los microdispositivos fabricados y estudiados.

Propdsito del
microdispositivo

Ventajas

Desventajas

Cuantificacion de
anti-CCP

Menor volumen de muestras y reactivos
Menor tiempo de analisis

Excelente precision

Menor LOD

Disefio sencillo

Cuantificacion equiparable con un método
convencional

Reutilizables

Puede ser complicado
acostumbrarse a la manipulacion
en microescala.

Variacion en los resultados si las
MNPs-CCP no son correctamente
resuspendidas antes del analisis

Diluciény
separacion de
plasma

Dilucién incorporada dentro del mismo
microdispositivo

Menor manipulacion de la muestra

Alta purea de separacién

Eficiencia de separacion adecuada para trabajar
con inmunoensayos en microdispositivos
Caudal de separacion de 25 a 100 pL/min
Reutilizables

Limitado a analisis que requieran
una dilucién de plasma de al
menos 1:100 v/v

Deteccion de H5-
HAVIA

Alta sensibilidad y selectividad

Menor tiempo de analisis

Bajo consumo de reactivos

Una vez construida la inmuno-pared es estable por
3 meses en refrigeracion a 4 °C.

Fragilidad de la inmuno-pared,
puede deformarse al realizar
lavados bruscos.

No son reutilizables

Cuantificacion de
urea

Tiempo de analisis equiparable al del método en
lote, pero empleando tan sélo 1.33 uL de
muestras/reactivos.

Facil manipulacion

Excelente precisidn y exactitud

Con tal sélo 8 uL de MNPs-URS (0.46 U de enzima)
se pueden realizar analisis durante 100 min.
Reutilizables

Variacion en los resultados si las
MNPs-URS no son correctamente
resuspendidas e inmovilizadas
Las MNPs-URS pueden
desplazarse dentro del
microcanal si se emplean
caudales mas altos a 8 uL/min
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ANEXO 1. Sistema de deteccion por analisis de imagenes

Con la finalidad de tener un método de deteccién facil y rdpido, se probd el analisis de
imagenes por medio de la toma de una fotografia del color desarrollado dentro del microcanal.
Para ello, se realizd la reaccién de deteccidon de anti-CCP del control positivo empleando las
nanoparticulas magnéticas por medio del ensayo ELISA utilizando una microplaca. El producto de
reaccion, que presentaba un color azul claro, se introdujo al microdispositivo para poder apreciar
el color observado una vez dentro del microcanal. Sin embargo, la sensibilidad era muy baja, y no
se distinguia el color azul. Asimismo, se colocé colorante azul con dos diferentes tonalidades de
color y se introdujeron al microdispositivo. En esta ocasion el color azul fue apenas perceptible,

pese a que el colorante se mostraba bastante concentrado a simple vista (Figura Al).

Por lo tanto, la deteccion por medio de andlisis de imagenes, a pesar de ser mas practica,
presenta la gran desventaja de tener muy baja sensibilidad y no puede utilizarse en estos, ya que
no es posible medir la intensidad de color del producto de reaccién. Por este motivo se empled

el microdispositivo acoplado con fibras dpticas como sistema de deteccién.

Microplaca

Microcanal

Color azul Colorante azul Colorante azul
producto de reaccién

Figura Al. Analisis de imagenes para la deteccidn del producto de reaccidon para la cuantificacién de anti-CCP
empleando el inmunoensayo en microdispositivo.
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Anexo 2. Procedimiento del método convencional Anti-CCP ELISA (GWB-521226)

El procedimiento se realizé de acuerdo con lo reportado en el instructivo del kit ELISA™ y se

resume en

la Tabla Al. Los estdndares de anti-CCP empleados (S1—S2) abarcaron

concentraciones de 1 a 2000 U/mL. Una vez terminado el procedimiento, se realizé la lectura de

la microplaca empleando un lector multimodal de microplacas (Synergy HT, BioTek).

Tabla Al. Procedimiento para realizar el método convencional en microplaca de titulacién empleando el kit ELISA

anti-CCP (GWB-521226).

Reactivo Blanco Muestra Estandar
Estandar S1-S5 — — 100 plL
Muestra diluida 1:100 — 100 uL —

Incubar durante 60 min a temperatura ambiente (22—28 °C). Remover el

contenido de cada pozo y lavar tres veces con 300 uL de solucion de lavado.

Anticuerpo conjugado

100 pL

100 pL

Incubar durante 30 min a temperatura ambiente (22—28 °C). Remover el

contenido de cada pozo y lavar tres veces con 300 ul de solucion de lavado.

Sustrato cromogénico TMB 100 pL 100 pL 100 pL
Incubar durante 15 min a temperatura ambiente (22—28 °C).
Solucion stop 100 pL 100 pL 100 plL

Agitar la microplaca gentilmente y medir la absorbancia a 450 nm dentro de los

siguientes 5 min después de ser adicionada la solucion stop.
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Anexo 3. Prueba t de Student: comparacion de la cuantificacion de anti-CCP

Primero se realizé una prueba F para corroborar si las medias de la cuantificaciéon de anti-CCP
por ambos métodos (inmunoensayo en microdispositivo y kit ELISA anti-CCP) tienen desviaciones
estandar significativamente diferentes o no. La hipdtesis nula (Ho) establece que las varianzas son
iguales, mientras que la hipdtesis alternativa (Hi) considera diferentes. Para el cdlculo del
estadistico F, se empled la relacidn entre las dos varianzas dada por la Ecuacién A1, en donde §%
y $?, se acomodan de tal manera que F sea siempre > 1 (la varianza mas pequefia se coloca en el
denominador, mientras que la mas grande en numerador).
_Sa

== Ecuacion Al
Sb

F

El calculo realizado se detalla a continuacion:

S2. L
HO: mngOdlSpOSltl‘UO — 1
SKit ELISA
S2. L
Hl: mngOdlSpOSltl‘UO _-,t 1
Skit ELISA
(317.13)2
=————=3.35
(173.24)?

El valor de F calculada se compard contra un valor de F critica (Fc), obtenido de una tabla de
contraste para F de dos colas considerando un nivel de significacancia a =5 % y los grados de

libertad se determinaron como (ng-1y np-1) en donde n = 3. Asi, Fcz2=39.

Dado que F< Fc, se acepta Ho y las varianzas se consideran iguales. Para realizar la comparacién
de medias por medio de la prueba t, primero se determiné una varianza combinada (S%com) a partir

de las varianzas individuales de acuerdo con la Ecuacion A2.

(ng — 1)S2 + (n, — 1)S?
(na + np — 2)

Ecuacion A2

2 —
SCOTTL -
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Posteriormente se calculd el estadistico | t | empleando la Ecuacién A3. El resultado obtenido
se comparo con el valor de t critica | t. | consultado en tablas para o =5 %, y grados de libertad

nqa+np-2, en este caso, 4 grados de libertad. Bajo estas condiciones | t. | = 2.78.

a _ Cb
promprom promprom

J Som (2 + )

Sise cumple que | t | < | tc | las medias de la concentracién de anti-CCP son estadisticamente

It = Ecuacién A3

iguales. A continuacion se especifican los calculos realizados:

_ 2(317.13) + 2(173.24)?

sz = s = 65291.77
1505.19 — 1594.50
It] = — = 0.43
1
\/65291.77 (§ n g)

Yaque | t| < | t]| (0.42 < 2.78), se asume que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las dos concentraciones de anti-CCP (a =5 %), por lo que ambos

métodos pueden considerarse iguales.
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Anexo 4. Optimizacion de la deteccion en lote: Disefio de experimentos factorial

fraccionado 25 con 3 puntos centrales

Utilizando como base los resultados de los experimentos realizados en los experimentos
iniciales (Capitulo V seccién 5.4.2 y 5.5.1) se optimizé la cuantificacion de urea empleando la
metodologia en lote. Con la finalidad de maximizar la medida de absorbancia, se realizé un disefio
de experimentos factorial fraccionado 2> con 3 puntos centrales empleando una solucion
estandar de urea en SAF de concentracién 0.5 mg/dL, manteniendo constante el tiempo de
incubacién de la reaccién de Berthelot a 10 min con una temperatura de 37 °C. Se seleccionaron
cinco factores que pueden influir en la reaccion a los cuales se les asigné un valor alto (1), bajo (-
1) y medio (0), como se muestra en la Tabla A2. Con ayuda del programa STATGRAPHICS se
construyd la matriz del disefio aleatorizada obtiene un total de 19 experimentos, para cada uno

de ellos se prepard un blanco de reaccidn para ajustar la absorbancia.

Tabla A2. Factores evaluados en el disefio de experimentos factorial fraccionado 2°con 3 puntos centrales.

Factor -1 0 1

[Hipoclorito] % v/v 0.5 0.75 1
[Salicilato] mol/L 0.1 0.175 0.25
[Nitroprusiato] mol/L 0.01 0.0175 0.025

Rxn enzimatica (min) 3 4 5
Cant. Ureasa (U) 0.83 1.24 1.65

Los resultados de los 19 experimentos se localizan en la Tabla A3. Con dichos datos se realizd
el tratamiento estadistico con el programa STATGRAPHICS buscando maximizar la respuesta
analitica (A). Con el diagrama de Pareto estandarizado (Figura A2) se determind, con un nivel de
significancia de 95 %, qué factores influyen de manera positiva o negativa sobre la respuesta.
Aqguellos factores que no afectan significativamente se localizan por debajo de la linea
perpendicular a las barras, mientas que aquellos que sobrepasan dicho limite son considerados
estadisticamente significativos. En este caso, los factores que afectan significativamente la sefial
analitica son tres: la concentracién de hipoclorito, la cantidad de enzima empleada, asi como la
concentracion del catalizador nitroprusiato. Observando que el aumento en la concentracién de
hipoclorito tiene un efecto negativo sobre la respuesta, mientras que un aumento en la
concentracion de nitroprusiato y las unidades de enzima incremente la absorbancia. En cuanto a
la concentracién de salicilato y el tiempo de incubacion que la reaccidn enzimdtica, vemos que,
aungue no son estadisticamente significativos, tienen un efecto positivo sobre la sefial analitica,

de tal manera que al aumentar sus valores aumenta también la absorbancia.
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Tabla A3. Resultados del disefio de experimentos factorial fraccionado 2°*con 3 puntos centrales.

Cant. Ureasa Rxn Enzimatica [Hipoclorito] [Salicilato] [Nitroprusiato]

No. exp U min % v/v mol/L mol/L A
1 0.83 5 0.1 0.025 0.2157
2 1.65 3 0.1 0.025 0.3847
3 0.83 5 0.5 0.25 0.025 0.6598
4 0.83 3 0.5 0.25 0.01 0.4550
5 0.83 3 1 0.25 0.025 0.3392
6 0.83 5 0.5 0.1 0.01 0.3320
7 1.65 3 1 0.25 0.01 0.2185
8 1.65 3 0.5 0.25 0.025 1.2321
9 1.24 4 0.75 0.175 0.0175 0.7149
10 0.83 5 1 0.25 0.01 0.1518
11 1.65 5 1 0.1 0.01 0.2778
12 1.24 4 0.75 0.175 0.0175 0.7427
13 1.65 5 1 0.25 0.025 0.6626
14 0.83 3 0.5 0.1 0.025 0.4680
15 1.65 5 0.5 0.1 0.025 1.1733
16 1.65 5 0.5 0.25 0.01 0.7538
17 1.24 4 0.75 0.175 0.0175 0.6570
18 1.65 3 0.5 0.1 0.01 0.6645
19 0.83 3 1 0.1 0.01 0.1216

C:[Hipoclorito]

A:Cant Ureasa

E:[Nitroprusiato]

D:[Salicilato]

B:Rxn Enzimatica

Y VA T T S O W v S Al N N Pl A A LA W A

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura A2. Diagrama de Pareto estandarizado del disefio de experimentos factorial fraccionado 2°'con 3 puntos
centrales para la optimizacion de la cuantificacién de urea empleando el método en lote.
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El comportamiento de la modificacién de la sefial analitica en funcién de la variacion de los
parametros estudiados puede apreciarse visualmente en la FiguraA3, en donde se muestra un
diagrama de cubo con la absorbancia esperada dependiendo de la modificacidn de los pardmetros
estadisticamente significativos, manteniendo un tiempo de reaccidn enzimdtica de 5 min y
concentracidon de salicilato a 0.25 mol/L. Con base en lo anterior se seleccionaron como
condiciones de reaccién: hipoclorito 0.5 %, nitroprusiato 0.025 mol/L, cantidad de ureasa 1.65 U,
salicilato 0.25 mol/L y tiempo de incubacion de la reaccion enzimatica 5 min a 37 °C, con las que

se predice un valor maximo de absorbancia de 1.12.

’ 1.12126
)
.©

2]

=

o
o
§ 0.1023

0.01

0.

Cant Ureasa

Figura A3. Diagrama de cubo obtenido a partir del disefio de experimentos factoria fraccionado 25'con 3 puntos

centrales para la optimizacion de la cuantificacion de urea en lote. [Salicilato] = 0.025 mol/L a una temperatura de
37°C.
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ABSTRACT: Avian influenza virus (AIV) infection, caused
by influenza virus type A, is an infectious, acute respiratory
disease of birds related to influenza outbreaks worldwide. The
highly pathogenic AIV subtype HSNI1 has crossed species
barriers to infect mammals, including humans, with fatal
outcomes and has received attention as a potential pandemic
threat. A rapid and timely detection in poultry is vitally
important to prevent the virus spread. Despite their great
sensitivity, conventional detection methods such as real-time
reverse transcription-polymerase chain reaction and the agar
gel precipitation test are time-consuming and labor-intensive
and require special training. In this work, an immunowall
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device was evaluated as an easier and faster way for detecting AIV HS-hemagglutinin (AIV HS-HA). For detection,
fluorescence-labeled or enzyme-labeled antibody was employed as a labeling antibody in a sandwich immunoassay. Both were
shown in this paper to be easier and faster assays for detection compared with the conventional enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit. In addition, high selectivity was achieved for AIV HS-HA detection after the evaluation of other different HA
virus subtypes. The limit of detection was 0.23 ng/mL for the enzyme-labeled antibody. This value was equivalent to that of the
conventional ELISA kit but 8 times faster (31 min compared to 260 min). The detection range was 0.23—100 ng/mL. The
immunowall device with the enzyme-labeled antibody offers a rapid, sensitive, selective, and simple immunoassay system for

future HS AIV real sample detection.

B INTRODUCTION

Influenza, also known as “the flu”, is a contagious, acute
respiratory illness caused by influenza viruses. There are three
main types of influenza viruses: A, B, and C. Among them, type
A influenza viruses infect a wide variety of avian species and
mammals, and type A is the only type associated with influenza
pandemics, making it the most significant for public health
worldwide.' Influenza virus type A is further divided into
subtypes based on the combinations of different virus surface
glycoproteins hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA).
So far, 16 HAs (H1-H16) and 9 NAs (N1—-N9) have been
identified. The HA subtypes govern the ability of the virus to
bind to and enter cells, where the epidemialagically most
important multiplication of the virus then occurs.”*

Avian influenza virus (AIV) infection is an infectious disease
of birds that is caused by influenza virus type A. Wild

A4 ACS Publications  © 2019 American Chemical Society

16683

waterfowl, gulls, and shorebirds are known to be the natural
reservoirs of this virus. Other bird species are also susceptible
to being infected with a wide range of symptoms: from those of
a mild illness to a highly contagious and rapidly fatal disease.™®
On the basis of their virulence, influenza A viruses are
categorized into two groups: low pathogenic AIV (LPAIV) and
highly pathogenic AIV. To date, highly pathogenic forms have
been limited to those of the HS and H7 subtypes. When two
different viruses infect the same cell, some of their gene
segments are easily exchanged because of the organization of
the influenza virus into eight gene segments.‘r’ Thereby,
LPAIVs can begin to evolve rapidly and can mutate into a
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Microdevice immunoassay with conjugated magnetic nanoparticles for
rapid anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) detection
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Anti-cyclic citrullinated peptide IgG antibodies (anti-CCP) are produced as an immune response in the presence
Micredevice of post-translational modified peptides known as cyclic citrullinated peptides (CCP). Anti-CCP have been
Immunoassay

considered as specific biomarkers for the diagnosis of rtheumatoid arthritis (RA), and due to their high specificity,
it is possible to make a differential diagnosis of other theumatic diseases. These autoantibodies can be detected in
the early stages of RA and even up to 10 years before presenting the first symptoms of the disease opening a
window of opportunity for timely treatment. In this work, a simple straight channel microdevice and CCP
conjugated magnetic nanoparticles (MNPs-CCP) as solid support was developed for quantifying anti-CCP. An
additional microdevice with an optical flow Z cell design coupled with optical fibers was used to perform the
spectrophotometric detection. The dynamic range of concentrations was determined between 0.70 and 2000 U
mL ! with a limit of detection of 0.70 U mL . The developed microdevice immunoassay was probed using a
positive control and a negative control of plasma employing only 6 pL of both samples and reagents. The results
showed that the proposed microdevice was almost nine times faster than using a commercial anti-CCP ELISA kit
obtaining equivalent results and being 16 times more sensitive. The microdevice immunoassay, with conjugated
MNPs-CCP is a simple method for anti-CCP quantification being cheaper, faster, and more sensitive than the
ELISA kit.

Magnetic nanoparticles
Rheumatoid arthritis
Anti-Cyclie citrullinated peptide

1. Introduction and in healthy individuals (mainly the elderly). Conversely, as target of

the detection, anti-CCP biomarkers present a better result in specificity

Rheumatoid arthritis (RA), classified in 1983 by the American Col-
lege of Rheumatology (ACR) as a diffuse connective tissue disease [1], is
a chronic systemic disease that affects the joints, connective tissues,
muscle, tendons, and fibrous tissue. It tends to strike during the most
productive vears of adulthood, between the ages of 20 and 40, and is a
chronic disabling condition often causing pain, destruction, and defor-
mity [2]. In addition, RA is known to be able to affect other major sys-
tems and organs [3-7]. The worldwide prevalence can vary between
0.3% and 1% being more common in women than men in developed
countries [8].

According to the 2010 Rheumatoid Arthritis Classification Criteria
(2010 ACR/EULAR), the rheumatoid factor (RF) and antibodies against
cyclic citrullinated peptides (anti-CCP) have a central role in the diag-
nosis and prognosis of RA [9]. Although RF can be detected in most
patients with RA, it is not a specific biomarker (sensitivity 75-85% and
specificity 80-90%) and is also present in many inflammatory diseases

* Corresponding author.
E-mail address: pilarm@unam.mx (M.P.C. Macias).

https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.121801

for diagnosis (sensitivity 70-80% and specificity 95-98%). The high
specificity of anti-CCP gives them a great value in the differential
diagnosis of arthritic diseases [10-15]. Anti-CCP are IgG autoantibodies
directed against cyclic citrullinated peptides (CCP). These peptides are
produced by post-translational modification of arginine residues to
citrulline (citrullination process) catalyzed by the Ca?' dependent
enzyme peptidyl arginine deiminase (PAD). It results in a loss of net
positive charge of the peprtides causing significant biochemical changes
which lead ro its non-recognition, and subsequently induce an immune
response [16,17]. The citrullination process is related to inflammation
in general, but the development of pathogenic antibodies that recognize
citrullinated proteins is a specific process of RA [18]. Also, anti-CCP are
present in at least 55% of patients with early RA and can be detected on
average 10 years prior to the appearance of the first symptoms of the
disease, which could open a window of opportuniry for timely treatment
[19-22].
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Abstract

In recent decades, scientific interest in the development of devices capable of performing routine clinical analyses through the
application of standardized traditional laboratory protocols in a miniaturized lab-on-a-chip device has increased. In the present
work, an innovative microdevice for the on-line whole blood dilution with a phosphate buffer solution (PBS) and separation of
plasma was designed, manufactured, and characterized. The microdevice was constructed with a rectangular cross-section and
spiral-shaped microchannels by photolithography and soft litography. Also, the widths of the diluted plasma and the remaining
blood outlet microchannels were different to create a difference in the outlet flow rates to facilitate and achieve the plasma
separation based on the combination of centrifugal effect (Dean drag force) and bifurcation law (Zweifach-Fung effect). The
separation purity (oc) under the separation conditions (total flow rates between 25 and 100 pL/min, entrance flow rate ratio PBS/
whole blood between 4 and 10, and hematocrit (% HCT) between 3 and 8) was around 100% for fresh blood samples, while the
separation efficiency () was between 8 and 13%. The concentration in the separated diluted plasma was between 0.1 and 0.7%
(v/¥) with plasma flow rates between 3 and 7 pL/min, respectively. The quality of the diluted and separated plasma from
micordevice was corroborated from a blood sample from a patient diagnosed with rheumatoid arthritis through the quantification
of anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) antibodies employing a microdevice immunoassay. The developed microdevice
has a high potential to be coupled with the on-line detection of biomarkers.

Keywords: Microfluidics - On-line dilution - Separation - Plasma

Introduction

Blood is considered one of the most important fluids used in
medical laboratory diagnostics. Blood tests provide the oppor-
tunity to understand the correct performance of the human
body and determine physiological and biochemical states,
such as disease diagnosis [1, 2]. Whole blood is composed
of erythrocytes (red blood cells), lymphocytes (white blood
cells), platelets, and plasma. The lymphocytes and erythro-
cytes ratio is 1:600-1000 [3]. Red blood cells occupy approx-
imately 45% of the total volume of blood in human adults also
known as hematocrit percentage (%HCT) [4]. Blood plasma,
which represents around 55% of the total volume of the whole
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blood, is made up 95% water and various circulating bio-
markers, nucleic acids, proteins, and metabolites [5].
Antibodies and antigens present in plasma allow the diagnosis
of serious diseases. The quality of biomarkers depends strong-
ly on the sample collection and preparation, being blood plas-
ma scparation a crucial step in diagnosis and disease monitor-
ing [6].

Blood plasma separation is commonly carried out in clinic
laboratories by centrifugation or membrane filtration.
However, they are still limited by different factors such as
component purity, clogging, damaging to cells if not used
carefillly, time-consuming, bulky, the amount of sample, and
operation efficiency [6, 7]. Because of the possible disadvan-
tages that conventional separations provide, microscale sepa-
ration techniques have been considered as alternative methods
by being potential tools to manipulate small volumes of sam-
ple. Portability, faster analysis, relative low cost, and multi-
step integration (sample pre-treatment, separation, reactions,
and detection) are some benefits of these “lab-on-a-chip™
(LOC) systems. Additionally, microfluidic devices can offer
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