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RESUMEN

Resumen en espaiiol

El cancer es a dia de hoy la principal causa de muerte en el mundo. La deteccion temprana
del cancer implica una mayor probabilidad de respuesta al tratamiento y supervivencia; y el
aislamiento de células tumorales circulantes de la sangre surge como una posible via de diagndstico
temprano en lo que se denomina biopsia liquida. En este trabajo se estudi6 el desarrollo, la fabricacion
y la evaluacién de desempeiio de un dispositivo de filtrado a través de una membrana microporosa
delgada biocompatible, que permitiria llevar a cabo el enriquecimiento, la clasificacion y la
cuantificacion de células tumorales circulantes a partir de sus propiedades fisicas diferenciales,
brindando asi una herramienta de diagndstico temprano de diferentes tipos de cancer y de monitoreo
de la progresion de la enfermedad. Para ello, se evaluaron tres rutas de microfabricacién de
membranas microporosas: (1) deposito electroquimico de cobre y recubrimiento de titanio por
evaporacion térmica; (2) deposito electroquimico de niquel; y (3) fotolitografia. Su caracterizacion
se hizo a través de técnicas tales como microscopia Optica y electronica, espectroscopia por energia
dispersiva y perfilometria Optica. Se estudid la citocompatibilidad de los materiales utilizados y se
efectud una caracterizacion funcional inicial del dispositivo.

El recubrimiento de membranas de cobre con titanio no ha sido completamente satisfactorio,
obstruyendo parcialmente los poros y presentando una pobre adherencia. Aun asi, permitio la
utilizacion de las membranas en ensayos de filtrado. La fabricacion por deposito electroquimico de
niquel en las condiciones utilizadas produjo membranas fragiles y no manipulables, principalmente
por la presencia de altas tensiones residuales en el depdsito. La fabricacion por fotolitografia brindo
un resultado prometedor, pudiendo obtenerse membranas enteras con poros definidos. Sin embargo,
dado el bajo espesor de resina utilizado, dichas membranas resultaron no ser manipulables. De los
ensayos de citocompatibilidad se obtuvieron resultados poco concluyentes, con altos margenes de
error relativo. No pudo establecerse un orden de mérito de citocompatibilidad de los diferentes
materiales, aunque se detect6 una aparente tendencia del aluminio a disminuir la viabilidad celular, a
diferencia de los demds materiales ensayados, que mantuvieron una viabilidad celular de orden
comparable al ensayo control. Los ensayos de caracterizacion funcional del dispositivo encontraron
como principal obstaculo la imposibilidad de disgregar completamente los caimulos celulares. La
adicion de un quelante de cationes calcio resultod perjudicial, pues se observo la destruccion total de
las células al filtrar en estas condiciones. En cuanto a la velocidad de deformacion, una primera
aproximacion parece indicar que el caudal optimo de filtrado se encuentra acotado entre 90 y 190
puL/min. Por ultimo, se presentan dos alternativas de redisefio de la unidad filtrante, de modo de
obtener una cdmara de filtrado biocompatible. Todo esto indicaria que se han obtenido avances
significativos en el logro del objetivo planteado en este trabajo.

Palabras clave: Deteccion temprana del cancer - Células tumorales circulantes - Clasificacion celular
Citocompatibilidad - Microfabricacion



Resumen en inglés (abstract)

Cancer is today the leading cause of death in the world. Early detection of cancer implies a
greater probability of response to treatment and survival; and the isolation of circulating tumor cells
from the blood emerges as a possible way of early diagnosis in what is called liquid biopsy. In this
work, the development, manufacture, and performance evaluation of a filtering device through a
biocompatible thin microporous membrane was studied, which would allow the enrichment,
classification, and quantification of circulating tumor cells from their differential physical properties,
thus providing a tool for early diagnosis of different types of cancer and monitoring the progression
of the disease. To do so, three microfabrication routes of microporous membranes were evaluated.:
(1) copper electroplating and titanium coating by thermal evaporation, (2) nickel electroplating; and
(3) photolithography. Its characterization was made through techniques such as optical and
electronic microscopy, dispersive energy spectroscopy and optical profilometry. The
cytocompatibility of the materials used was studied and an initial functional characterization of the
device was carried out.

The coating of copper membranes with titanium has not been completely satisfactory,
partially clogging the pores and presenting poor adhesion. Even so, it allowed the use of the
membranes in filtration tests. Nickel electroplating manufacturing under the conditions used
produced fragile and non-manipulable membranes, mainly due to the presence of high residual
stresses in the deposit. Fabrication by photolithography provided a promising result, being able to
obtain whole membranes with defined pores. However, given the low thickness of resist used, these
membranes turned out to be non-manipulable. The use of an alternative resist to make thicker
membranes was not successful. Inconclusive results were obtained from the cytocompatibility assays,
with high relative error margins. An order of merit of cytocompatibility of the different materials
could not be established, although an apparent tendency of aluminum to decrease cell viability was
detected, unlike the other materials tested, which maintained a cell viability of comparable order to
the control assay. The functional characterization tests of the device found the impossibility of
completely disaggregating cell clusters as the main obstacle. The addition of a calcium cation binder
was detrimental since the total destruction of the cells was observed when filtering under these
conditions. As regards the strain rate, a first approximation seems to indicate that the optimal flow
rate is between 90 and 190 uL/min. Finally, two alternatives to redesign the filter unit are presented,
in order to obtain a biocompatible filter chamber. All of this would indicate that significant progress
has been made in achieving the objective set out in this work.

Keywords: Cancer early detection - Circulating tumor cells - Cell sorting - Cytocompatibility
Microfabrication



GLOSARIO DE SIGLAS
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Phosphate Buffered Saline (tamp6n fosfato salino)
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Roswell Park Memorial Institute (Instituto Roswell Park Memorial)

United States Pharmacopeia (Farmacopea de Estados Unidos)

Ultravioleta
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2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxaniluro



1. INTRODUCCION

1.1. Contexto

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer es la principal causa de muerte en el
mundo (WHO, 2022). Se estima que durante el afio 2020 fueron diagnosticadas mas de 19 millones
de personas y fallecieron casi 10 millones por culpa de esta patologia, lo que representa casi un sexto
de las defunciones de dicho afio. Los canceres mas comunes, en cuanto a nuevos casos, fueron de
mama, de pulmon, colorrectal, de prostata y gastrico; y los que causaron un mayor numero de
fallecimientos fueron de pulmon, colorrectal, hepatico, gastrico y de mama (Sung, y otros, 2021). Se
muestra en la Figura 1 un detalle de estos datos.
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Figura 1. Numero estimado de nuevos casos y fallecimientos de cancer registrados en el mundo durante el afo 2020,
para ambos sexos y todos los grupos etarios; detallando los diez tipos de cancer mas comunes en ambos casos.

Nota. Tomado de “Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries.”, por H. Sung y otros, 2021, CA: A Cancer Journal for Clinicians, 71.

“Céncer” es un término genérico utilizado para designar un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica distintiva y definitoria del
cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, en un proceso
que se denomina metastasis.

El desarrollo del cancer es motivado por una gran variedad de factores de riesgo, que incluyen
habitos alimenticios, tabaquismo, sedentarismo, alcoholismo, contaminacién del aire, exposicion a
radiaciones ionizantes, contacto con agentes quimicos toxicos, factores hereditarios, algunas
infecciones cronicas y tratamientos prolongados por otra patologia. Cualquiera de los factores antes
mencionados puede conducir a la aparicién de un tumor.

Cuando el cancer se detecta en una fase temprana es mas probable que responda al tratamiento,
lo que podria aumentar las probabilidades de supervivencia, reducir la morbilidad y disminuir los
costos asociados a la terapia. Si la enfermedad se detecta prontamente y no se retrasa la atencion se
puede mejorar significativamente la calidad de vida de los enfermos oncolédgicos.

Si bien existen diversos métodos de diagnostico temprano en diferentes estados de avance,
ultimamente han cobrado gran relevancia tecnologias de deteccion de células tumorales a partir de
biopsias liquidas, por ejemplo, de la sangre. Estas técnicas se basan en las propiedades fisicas y
quimicas diferenciales de las células tumorales, como son su diferente inmunoafinidad, tamafio,
deformabilidad y densidad respecto de las células sanas (Banko, y otros, 2019).

Las células tumorales circulantes (CTC), es decir, aquellas que se encuentran en la sangre y
la linfa, juegan un papel vital en la comprension de la biologia del cancer y tienen un gran potencial
para su diagnostico temprano, prondstico y desarrollo de una terapia personalizada (Fidler, 2003).



Explotando las propiedades biofisicas y bioquimicas especificas de las CTC, se han desarrollado
varias interfaces de materiales para su captura y separacion de la sangre. Sin embargo, debido al
extremadamente bajo numero de CTC en sangre periférica, del orden de 1 a 100 CTC por cada 1 mL
de sangre periférica, que generalmente contiene 5.000 millones de células sanguineas normales, el
enriquecimiento resulta en un prerrequisito indispensable para la deteccion de CTC y existe la
necesidad de mejorar la eficiencia y especificidad de captura (Li, Chandran, Lim, & Chen, 2015).

En este sentido, los sistemas microelectromecanicos (MEMS) surgen como posibles
soluciones. Estos pueden ser fabricados utilizando materiales biocompatibles, con gran uniformidad
y reproducibilidad, de modo similar a los circuitos integrados. Con la finalidad de producir la
configuracion deseada, diversas estructuras micrométricas tales como electrodos, conexiones,
canales, reservorios, bombas, valvulas y/o membranas pueden incluirse en la fabricacion de este tipo
de dispositivos. Ademas, pueden ser fabricados asépticamente y sellados herméticamente. La
utilizacion de microtecnologia para el desarrollo de nuevos dispositivos representa un importante
recurso para el desarrollo biomédico (Fachin, Chen, Toner, & Wardle, 2011; Lei, 2020).

1.2. Antecedentes

El presente trabajo se encuentra enmarcado en el proyecto FiCelTAr, Filtro de Células
Tumorales Argentino (Felix Pozzi, y otros, 2022a; Felix Pozzi, y otros, 2022b), del DMNT (CNEA)
y asociado al INN (CNEA-CONICET). Dicho proyecto demanda una visién multidisciplinaria,
motivo por el cual el grupo de trabajo se encuentra conformado por investigadores, becarios y
estudiantes cuyas disciplinas incluyen bioquimica, biologia, fisica, ingenieria, ciencia de materiales,
disefo industrial y microfabricacion. El objetivo del proyecto es el desarrollo y la fabricacion de un
dispositivo que permita detectar CTC en sangre periférica por filtrado.

Al inicio del presente trabajo, el grupo contaba con una unidad filtrante fabricada a modo de
prototipo para las pruebas de concepto, la cual se encuentra detallada en la Figura 2. Dicha unidad
fue fabricada en su momento con los materiales y procesos disponibles, sin haber considerado la
biocompatibilidad de sus materiales sino simplemente su geometria y funcionalidad fisica. Una
membrana microestructurada resulta el elemento clave para el filtrado. Esta se fabrico por depésito
electroquimico (electroplating) de cobre sobre un molde fotolitografico. La membrana se sujeta entre
mordazas mecanizadas a partir de una barra de aleacion de aluminio, utilizando como sello dos juntas
toricas O-ring de caucho sintético NBR disponibles comercialmente. A dichas mordazas se le acoplan
por roscado dos jeringas Luer-Lok, una que funciona como reservorio del fluido a filtrar y otra que
funciona como receptora del fluido filtrado, accionadas por una bomba de jeringas que permite
caudales del orden de los microlitros por minuto.

Debido a la simplicidad de la técnica de seleccion celular propuesta, el desarrollo de este
dispositivo ha despertado interés en el Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo” para su
implementacion en investigacion de diversas lineas celulares tumorales humanas. En linea con esto,
han proporcionado al grupo de investigacion lineas celulares de linfoma de Hodgkin humano, un tipo
de cancer del sistema linfatico, para utilizar como prueba para la unidad filtrante. Dicha enfermedad
se caracteriza por la presencia de unas células conocidas como células de Reed-Sternberg, que se
distinguen por su gran tamafio, de 20 a 50 pum, y la posesion de multiples nticleos o bien un nicleo
bilobulado con nucléolos prominentes similares a inclusiones, que les dan un aspecto similar a los
ojos de un buho. La prueba de concepto del filtro microestructurado consistiria en aislar estas células
distintivas del linfoma de Hodgkin. Los primeros resultados fueron prometedores, logrando
enriquecer células de Reed-Sternberg como se observa en la Figura 3. Sin embargo, también se
observaron falsos positivos, tales como cimulos de linfocitos, cimulos de células mixtas (Reed-
Sternberg + linfocitos) y linfocitos grandes aislados.

Las conclusiones del proyecto FiCelTAr al inicio del presente trabajo fueron enumeradas por
Felix-Pozzi y colaboradores (2022a): se ha logrado fabricar integramente el sistema de filtrado en las
instalaciones del DMNT, el disefio ha superado las pruebas realizadas, se han logrado filtrados
exitosos de la linea celular L-1236 de linfoma de Hodgkin humano, y la unidad filtrante ha
demostrado separar objetos mas grandes que sus poros.



(b)

Figura 2. (a) Fotografia de la unidad filtrante FiCelTAr montada para su uso. (b) Despiece mecanico de la unidad filtrante
FiCelTAr: [ carcasa exterior roscada; 2 mordaza superior, se observa la rosca para jeringa Luer-Lok; 3 Membrana
microestructurada; 4 clavijas de alineacion; 5 mordaza inferior, se observa el asiento para la junta torica O-ring. (c)
Fotografia de cuatro membranas microestructuradas almacenadas entre dos portaobjetos y junto a una moneda de dos
pesos argentinos a modo de escala comparativa.

Nota. Adaptado de “Classic Hodking Lymphoma cell enrichment using ‘Dead End’ mechanical filtering”, por M. Felix-
Pozzi y otros, 2022, 11l Brazil-Argentine Microfluidics Congress; VI Congreso de Microfluidica Argentina.

(b)

Figura 3. Micrografias de la suspension celular antes y después de un procedimiento de filtrado. (a) Previo al filtrado,
cumulos de linfocitos y una presunta célula de Reed-Sternberg rodeada de linfocitos. (b) Luego del filtrado, una presunta
célula de Reed-Sternberg aislada.

Nota. Tomado de “Classic Hodking Lymphoma cell enrichment using ‘Dead End” mechanical filtering”, por M. Felix-
Pozzi y otros, 2022, 11l Brazil-Argentine Microfluidics Congress; VI Congreso de Microfluidica Argentina.

El objetivo final del proyecto FiCelTAr es el desarrollo de una técnica de deteccion temprana
del céncer a partir de la extraccion de sangre periférica, su filtrado y el andlisis citologico
subsiguiente; que eventualmente sea accesible para los laboratorios de analisis clinicos y pueda
formar parte del resultado de un hemograma. Un objetivo adicional del proyecto, en vistas de la
colaboracion con el Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”, es el enriquecimiento y eventual
aislamiento de las células de Reed-Sternberg a partir de un cultivo celular de linfoma de Hodgkin.



1.3.  Objetivos del presente trabajo

Visto y considerando lo expuesto en 1.1 Contexto y 1.2 Antecedentes, se propone en el
presente trabajo:

1.

Realizar una revision sistemadtica de la literatura relevante sobre el papel de las células
tumorales circulantes en la metéstasis del cancer y su potencial utilidad en la deteccion
temprana de esta enfermedad.

Llevar a cabo una investigacion bibliografica acerca de los materiales biocompatibles y
los procesos de microfabricacion disponibles para el desarrollo y fabricacion de
membranas microporosas.

Evaluar la factibilidad técnica de la microfabricacion y caracterizacion de membranas
microporosas con diferentes tamafios de poro, mediante pruebas y andlisis de diferentes
procesos de fabricacion y ensayos de citocompatibilidad.

Realizar una caracterizacion funcional inicial del dispositivo, mediante pruebas de
filtrado de suspensiones celulares de linfoma de Hodgkin clasico, con el objetivo de
validar el dispositivo como posible herramienta para la deteccion temprana del cancer.
Redisefiar y evaluar la factibilidad de la fabricacion de la unidad filtrante, incrementando
la calidad de su biocompatibilidad y su proceso de funcionamiento.



2. MARCO TEORICO

2.1. La deteccion temprana del cancer

Como se dijo anteriormente, la deteccion temprana del cancer implica una mayor probabilidad
de respuesta al tratamiento y supervivencia. La deteccion temprana se basa en dos frentes de ataque:
el diagnostico precoz de la enfermedad y el tamizaje o cribado (WHO, 2022).

El diagndstico precoz se basa en tres componentes: (1) el conocimiento de los sintomas de los
distintos tipos de cancer y de la importancia de acudir al médico si se observan anomalias que suscitan
preocupacion; (2) el acceso a los servicios clinicos de evaluacion y diagndstico; y (3) la derivacion
oportuna del paciente a los servicios de tratamiento. El diagndstico precoz de los canceres
sintomaticos se puede y se debe hacer en todas las situaciones para la mayoria de los tipos de cancer.

El tamizaje o cribado consiste en la deteccion de indicios de un céncer concreto o una
determinada lesion precancerosa en personas asintomaticas. Cuando se encuentran anomalias durante
el tamizaje deberan realizarse mas pruebas para confirmar o descartar el diagnostico y para derivar al
paciente a tratamiento, si es necesario. Los programas de tamizaje disponibles son eficaces para
algunos tipos de céancer, pero no para todos, y en general son mucho mas complejos y requieren
muchos mas recursos que el diagnostico precoz.

2.1.1. Examenes y ensayos disponibles para la deteccion del cancer

Segin la ACS (2023a), las técnicas disponibles para la deteccion del cancer pueden
distinguirse a grandes rasgos en tres categorias: (1) diagnostico por imagenes, (2) procedimientos
endoscopicos, y (3) biopsias y ensayos citoldgicos.

El diagnostico por imagenes consiste en tomar fotografias del interior del cuerpo con la
utilizacion de diferentes formas de energia, como ser rayos X, ondas sonoras, particulas radiactivas o
campos magnéticos. Las principales técnicas de diagnostico por imagenes utilizadas para deteccion
y evaluacion del cancer son la tomografia computarizada, la resonancia magnética, la radiografia, el
escaneo por medicina nuclear y la ecografia o sonografia. Permite la deteccion temprana del céncer,
la busqueda de una masa tumoral si la persona tiene sintomas relacionados con el cancer, la ubicacion
precisa del tumor en el cuerpo, la determinacion del estado de avance del tumor y de su respuesta a
un tratamiento. Sin embargo, presentan algunas limitaciones: la mayoria de las veces estas pruebas
por si solas no permiten asegurar si un dado cambio es causado por el cancer o no; pueden encontrar
grupos de millones de células cancerosas, pero no pueden mostrar una sola o un grupo pequenio de
células tumorales; y pueden mostrar algo que parece cancer pero que no lo es.

La endoscopia consiste en la introduccion dentro del cuerpo de un endoscopio a través de un
orificio natural, una incision quirdrgica o una lesion. El endoscopio es un instrumento tubular rigido
o semiflexible que contiene en su extremo una luz y una cdmara o una lente para permitir la
visualizacién del interior de un 6rgano hueco o de una cavidad corporal. Usualmente se utilizan para
observar un posible tumor detectado en un diagnostico por iméagenes. Si el endoscopio posee un
forceps, permite tomar biopsias. Algunos ejemplos de endoscopia aplicada al monitoreo del cancer
son broncoscopia (pulmones), colonoscopia (recto y colon), laparoscopia (abdomen y pelvis),
laringoscopia (laringe, cuerdas vocales y garganta). Los procedimientos endoscopicos poseen riesgo
de reacciones a la anestesia, perforaciones de paredes internas, sangrado, infecciones, ronquera y
neumotorax.

La biopsia es la extraccion de una muestra de tejido o de células, y se puede tomar de casi
cualquier parte del cuerpo. La forma en que se tome la muestra dependera de donde se encuentre el
tumor y qué tipo de cancer se sospecha. Algunos tipos de biopsias extraen un 6rgano completo, otros
tipos de biopsias extraen muestras de tumores a través de una aguja delgada o un endoscopio con
forceps. La citologia es el diagndstico de enfermedades mediante la observacion de células
individuales y/o pequefios grupos de cé€lulas, extraidas de los fluidos corporales o por raspado o
cepillado; y es una parte importante del diagndstico de algunos tipos de cancer. En comparacion con
la biopsia de tejido, una muestra citologica generalmente es mas facil de extraer, causa menos
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molestias al paciente y tiene menor probabilidad de complicaciones graves. La desventaja es que
usualmente el resultado de una biopsia de tejido es mas preciso. Las muestras de biopsia o citologia
se evaltian a partir del tamafo y la morfologia de las células y sus nucleos y del arreglo celular; y
permiten determinar el tipo de cancer y el grado de avance de éste. Para ello se utilizan diversas
técnicas, como tincidon histoquimica e inmunohistoquimica, microscopia electronica, citometria de
flujo, citometria de imagenes y ensayos genéticos.

2.1.2. Biopsia liquida

Recientemente, un método de diagndstico no invasivo, denominado biopsia liquida, ha
surgido como una nueva técnica muy prometedora para el diagnodstico temprano del cancer. La
biopsia liquida es una prueba de laboratorio que se realiza en una muestra de sangre, orina u otro
fluido corporal con el fin de buscar células tumorales o trozos de ADN, ARN u otras moléculas que
las células tumorales liberan en los fluidos corporales. La posibilidad de tomar varias muestras a lo
largo del tiempo permite que los equipos médicos comprendan la clase de cambios genéticos o
moleculares que tienen lugar en un tumor (NCI, 2023).

En comparacion con las biopsias convencionales, €ésta es una técnica innovadora y
significativamente menos invasiva para la obtencion de muestras de células tumorales. Las técnicas
de biopsia liquida pueden proporcionar informacion en tiempo real sobre el estado de avance de la
enfermedad y el perfil molecular del tumor. Ademas, las biopsias liquidas se pueden repetir con la
frecuencia deseada para un seguimiento estrecho del progreso de la enfermedad y el tratamiento
(Banko, y otros, 2019).

2.2. Las células tumorales circulantes

La metastasis es el peor resultado para un paciente de cancer, dado que ésta, entendida como
la aparicidon de un foco cancerigeno en un 6rgano distinto de aquel en que se inici6 la enfermedad, es
la principal causa de muertes por cancer (WHO, 2022). Ademads, la diseminacion metastasica de un
tumor es un proceso bioldgico poco conocido incluso al dia de hoy. Para colonizar sitios de 6rganos
alejados del tumor primario, las células tumorales deben viajar a través del torrente sanguineo, un
microambiente totalmente diferente a los tejidos solidos de los que derivaron. Dichas células
migratorias se denominan células tumorales circulantes o CTC (Krog & Henry, 2018). Si bien se
conoce la existencia de las CTC desde finales del siglo XIX (Ashworth, 1869), éstas siguen siendo
enigmaticas en muchos sentidos, en parte por las dificultades para aislarlas y estudiarlas.

2.2.1. Colonizacidon o diseminacion metastasica

La presencia de las CTC en el torrente sanguineo es un resultado esperado de la formacion de
un tumor y esta relacionada con el proceso de diseminacion metastdsica. Una célula normal se
transforma en una célula tumoral maligna y agresiva a través de mutaciones genéticas y alteraciones
epigenéticas. El proceso de progresion maligna del cancer impacta en el comportamiento y las
propiedades fisicas de la célula tumoral y favorece los primeros pasos de la metastasis del cancer
(Mierke, 2018). El proceso de diseminacidon metastasica se esquematiza en la Figura 4.

La iniciacion de un tumor ocurre como resultado de un proceso complejo, de multiples pasos,
que involucra la activacion de oncogenes, causando el incremento de la division celular, la supresion
de la diferenciacion celular y la omision de la muerte celular; y la inactivacion de genes supresores
tumorales, produciendo la division celular en forma descontrolada. Todos estos efectos forman el
fenotipo de las células tumorales y el desarrollo de un tumor s6lido primario, denominado carcinoma.

La transformacién de células normales a tumorales es acompafiada por alteraciones en la
concentracion de oxigeno en el carcinoma. Cuando se forma el carcinoma, se establece rapidamente
un gradiente de oxigeno, que posee los niveles mas bajos en el centro de masa del tumor y creciente
hacia las regiones mas externas. Para que el tumor crezca, las células tumorales deben adaptarse a
esta alteracion en las condiciones del entorno, para lo cual reprograman su metabolismo energético.
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Bajo condiciones fisioldgicas, las células normales crecen y proliferan principalmente procesando
glucosa bajo condiciones aerobicas, es decir, en presencia de oxigeno, lo que lleva a la produccion de
piruvato por glucolisis en el citoplasma y la descarboxilacion oxidativa de éste en la mitocondria. En
cambio, las células del interior del tumor deben crecer bajo condiciones anaerdbicas, con lo cual no
es posible la degradacion piruvato y el metabolismo energético queda restringido a la glucolisis. El
metabolismo energético en condiciones anaerdbicas es entre 2,8 y 3,6 veces menos eficiente que en
condiciones aerobicas; y para compensar esto, las células tumorales incrementan la llegada de glucosa
al citoplasma y aceleran el ciclo de glucolisis.

Un tumor sin sistema vascular dejara de crecer cuando alcance un didmetro maximo de 1 a 2
mm. Esto significa que el tumor es pequefio y probablemente no cause ninglin dafio a los 6érganos
hospedadores y/o vecinos. Para que el tumor pueda superar esta restriccion y seguir creciendo, es
necesario que ocurra el proceso de angiogénesis tumoral, es decir, la degradacién de la matriz
extracelular y la generacion de nuevos vasos sanguineos que suministran nutrientes y oxigeno a las
células tumorales en el interior del tumor y también pueden servir para remover productos de desecho.

Las CTC son producto de la intravasacion de las células del tumor so6lido, es decir, el ingreso
de células provenientes del tumor al sistema circulatorio a través de los nuevos vasos constituidos
durante la angiogénesis tumoral. Dichas cé€lulas pueden viajar por todo el cuerpo hacia tejidos
objetivo en los cuales pueden acumularse, extravasar y producir un cimulo celular metastésico, que
eventualmente producird un tumor secundario. Para seguir creciendo, el foco metastasico debe, al
igual que el tumor primario, desarrollar una red vascular y evadir la destruccion por las defensas del
huésped; luego, las células pueden invadir los vasos sanguineos, ingresar a la circulacion y producir
metastasis adicionales (Fidler, 2003).

a Primary tumour b Proliferation/ ¢ Detachment/ d Embolism/circulation
angiogenesis invasion

Lymphatics,

venules, ) )
capillaries Interaction with platelets,
lymphocytes and other
blood components
e Extravasation Adherence to Arrest in organs Transport

vessel wall

Lung Heart

Establishment of a Praoliferation/
microenvironment angiogenesis

Figura 4. Esquema del proceso de diseminacion metastasica: (a) transformacion celular y crecimiento tumoral; (b)
proliferacion y angiogénesis, debe existir una vascularizacion extensa si una masa tumoral excede de 1 a 2 mm de
diametro; (c) invasion local del tejido aledafio al tumor por parte de algunas células tumorales; (d) intravasacion y
circulacion de células tumorales individuales o agregados, se destruye rapidamente la mayoria de las células tumorales
circulantes y las sobrevivientes quedan arrestadas en los lechos capilares de 6érganos distantes; (e) extravasacion; y (f)
proliferacion dentro del 6rgano y metastasis.

Nota. Tomado de “The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil” hypothesis revisited”, por I. J. Fidler, 2003,
Nature Reviews Cancer, 3(6).
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Una vez que las CTC han ingresado a la circulacion, la evidencia indica que se mantienen un
tiempo breve en ella (Krog & Henry, 2018). Sin embargo, las mediciones efectuadas no revelan si las
CTC se encuentran en circulacion continua o si poseen periodos de inmovilizacion, arrestadas en la
microvasculatura. Ademads, es importante notar que no todas las CTC son viables; el proceso de
colonizacion, si bien eficaz, es altamente ineficiente.

2.2.2. Biomecanica del microambiente de las células tumorales circulantes

El sistema circulatorio, la sangre y la linfa

El circulatorio es un sistema altamente evolucionado para el transporte eficiente de células
sanguineas, gases, nutrientes y hormonas que abastecen a los tejidos y ayudan al organismo a
mantener su defensa, homeostasis y crecimiento. La circulaciéon se compone de dos unidades: el
sistema cardiovascular, compuesto por el corazon y los vasos sanguineos (arterias, arteriolas,
capilares, vénulas, venas), que entregan sangre a los tejidos; y el linfatico, compuesto por los vasos y
los ganglios linfaticos, que recogen el fluido de los tejidos para su recirculacion en forma de linfa.
Un dibujo esquematico del sistema circulatorio se presenta en la Figura 5.

Vasos linfaticos ———

Circulacién pulmonar
Ganglio linfatico

Corazon

Arterias

Vénulas Arteriolas

Circulacién sistémica

Figura 5. Esquema de los sistemas cardiovascular y linfatico. Se indica la nomenclatura de los tipos principales de vasos
sanguineos. Se muestran en rojo los vasos que transportan sangre oxigenada; en azul, aquellos que transportan sangre
desoxigenada; en amarillo, las estructuras linfaticas.

Nota. Adaptado de “Lymphatic circulation”, por Servier, Servier Medical Art.

La sangre es una suspension de células en un fluido. Circula por todo el cuerpo por bombeo
del corazdn, sirviendo como vehiculo de transporte de gases, nutrientes, productos de desecho, células
y hormonas. El fluido se conoce como plasma y estd compuesto por, aproximadamente, 90% de agua,
8% de proteinas, 1% de sales inorgénicas, 0,5% de lipidos, 0,1% de glucosa y otros componentes
menores (Young, O'Dowd, & Woodford, 2013).

Los componentes celulares de la sangre son:

o Los eritrocitos o globulos rojos, que proporcionan la mayor parte del transporte de
oxigeno desde los pulmones y de dioxido de carbono de retorno. Poseen una morfologia
de disco bicdéncavo con un diametro de alrededor de 8 um. Dicha morfologia, sumada a
la gran flexibilidad de su citoesqueleto, permite que circule por los capilares sanguineos
(Williams P. L., 1995).
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e Los leucocitos o globulos blancos, que constituyen una parte importante del sistema
inmunitario del organismo, realizando sus funciones en los tejidos y encontrandose en la
sangre en transito o reserva. Segun el tamafio, la morfologia del nucleo y las inclusiones
citopladsmicas, se distinguen en neutréfilos, eosindfilos, basofilos, monocitos y linfocitos;
todos de morfologia esferoidal y cuyos diametros varian normalmente entre 5 y 20 pum
(Williams P. L., 1995; Young, O'Dowd, & Woodford, 2013).

« Los trombocitos o plaquetas, que recubren las paredes de los vasos sanguineos dafados,
taponando pequeios defectos, y ayudan a activar la cascada de coagulacion de la sangre.
Poseen una morfologia de disco ovalado biconvexo o irregular con diametro entre 2 y 4
um (Williams P. L., 1995).

La linfa es por lo general similar al plasma sanguineo; sin embargo, debido a que deriva del
liquido intersticial, con el cual la sangre y las células circundantes intercambian sustancias
continuamente, la linfa sufre cambios continuos en su composicion. La linfa devuelve las proteinas y
el exceso de liquido intersticial al torrente sanguineo; y también transporta grasas desde el sistema
digestivo a la sangre. Sus componentes celulares son los leucocitos, principalmente linfocitos.

Tensiones y deformaciones en el sistema circulatorio

Krog y Henry (2018) consideran tres caracteristicas principales de la circulacion que inciden
en la estabilidad mecanica de las CTC: (1) tension de corte del fluido impartida por el flujo sanguineo;
(2) deformacioén en la microcirculacion; y (3) fuerzas generadas por las interacciones adhesivas entre
las células circulantes y la pared vascular.

En el sistema circulatorio, el flujo es impulsado por fuerzas gravitacionales o gradientes de
presion. La viscosidad es una medida de la resistencia de un fluido a la deformacién. Esta se opone
al gradiente de presion, creando tensiones de corte entre las capas vecinas de fluido moviéndose a
diferentes velocidades. La magnitud de la tension de corte del fluido esta dada por:

ou
T:[JE

donde 7 es la tension de corte, u es la viscosidad, u es la velocidad del fluido y r es la distancia radial
al eje de simetria del tubo. La derivada du/d8r representa la velocidad de deformacion de corte
perpendicular a una frontera. Asumiendo flujo laminar de un fluido incompresible y uniformemente
viscoso, es decir, newtoniano, a través de un tubo cilindrico de seccion circular constante, la ley de
Hagen-Poiseuille indica que la distribucion de velocidades sigue la forma de un paraboloide circular:

donde Ap es la variacion de presion y L y R son la longitud y el radio interno del tubo cilindrico,
respectivamente. Por lo tanto, la tension de corte del fluido varia linealmente con la posicion radial
de una capa del fluido, siendo maxima cerca de la pared del tubo.

Sin embargo, la ley de Hagen-Poiseuille no es valida en la microcirculacion, dado que la
sangre se comporta de forma no newtoniana y la interaccion de los eritrocitos altera la dinamica del
flujo. El nimero de Reynolds caracteriza el tipo de flujo de un fluido; esta dado por:

_ pul
U

Re

donde Re es el numero de Reynolds, p es la densidad del fluido, u es la velocidad de éste, L es la
longitud del tubo o vaso y u es la viscosidad del fluido. Para Re « 1, dominan las fuerzas viscosas,
mientras que para Re >> 1 dominan las fuerzas inerciales. Por otro lado, para Re < 2000, el flujo es
laminar, para 2000 < Re < 3000 es transicional y para Re > 3000 es turbulento. En el sistema
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circulatorio, dominan las fuerzas viscosas y el flujo suele ser laminar, pero existen turbulencias
momentaneas en la aorta ascendente, la bifurcacion aortoiliaca o durante la apertura y el cierre de las
valvulas cardiacas, entre otras ubicaciones. Cuando ocurre la turbulencia, se incrementa la frecuencia
del daio celular, pero la brevedad de ésta (intervalos de ~150 ms) limita la extension del dafo.

Las CTC son transportadas a través del sistema cardiovascular o del linfatico, en donde deben
soportar un amplio rango de tensiones de corte. La tension de corte del fluido en la pared de los vasos
linfaticos es en promedio de 0,064 Pa, con picos entre 0,4 y 1,2 Pa. Los vasos sanguineos, en cambio,
presentan variaciones mas grandes. Un valor promedio para la tension de corte del fluido en la pared
de las arterias es 1,5 Pa, pero se ha reportado un rango de 1 a 7 Pa para arterias normales y de 0,1 a
0,6 Pa para venas normales. La tension de corte encontrada en la microcirculacion (arteriolas,
capilares, vénulas) se estima entre 0,3 y 14 Pa en un ambiente de bajo nimero de Reynolds. Ahora
bien, las CTC también deben pasar a través del corazon, que representa un ambiente de tension de
corte dindmica, con amplias variaciones locales. Varios estudios experimentales y computacionales
indican que la tension de corte en el corazén estd en el orden de 7,9 a 10 Pa, llegando localmente
hasta los 52 Pa. Por ultimo, patologias como la coartacion adrtica o la estenosis coronaria pueden
producir valores de tension de corte locales de 100 a 300 Pa; mientras que valvulas mecénicas pueden
producir valores entre 150 y 450 Pa. Todo esto se resume en la Figura 6.
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Figura 6. Rangos de tensiones de corte del fluido en la pared en relacion con el diametro del vaso en condiciones
fisiologicas y patofisiologicas. Los dvalos representan valores aproximados en diferentes rutas de la vasculatura. El nivel
de tension de corte asociada con la hemolisis se indica por la franja roja, aunque es importante tener en cuenta que se trata
de un fendmeno dependiente del tiempo. Conversion de unidades: 10 dyn/cm? = 1 Pa.

Nota. Adaptado de “Biomechanics of the circulating tumor cell microenvironment”, por B. L. Krog y M. D. Henry, 2018,
Biomechanics in Oncology, Advances in Experimental Medicine and Biology 1092.

Por otro lado, el didmetro de los vasos en el sistema circulatorio varia entre 15 um y 5 mm
para los vasos linfaticos y entre 5 pm y 30 mm para los vasos sanguineos. Los eritrocitos, que pueden
alterar rapidamente su morfologia, navegan los capilares unas 300 veces mas rapido que los
leucocitos. Estos ultimos pueden atravesar los capilares, pero con frecuencia son arrestados
brevemente en la microvasculatura. En estos vasos tan pequefios, tanto los eritrocitos como los
leucocitos sufren tensiones en sus membranas y citoesqueleto a medida que se deforman. Las
deformaciones de los leucocitos se dan con variacion del area superficial; los neutrofilos, por ejemplo,
poseen un médulo de expansion de area de 3,9-10”° N/m. En cambio, los eritrocitos poseen un médulo
de 0,3-0,6 N/m y una membrana practicamente incompresible; sus deformaciones se dan por flexion
y manteniendo casi constante su 4rea superficial, con un modulo de flexién 107'° N/m. Los eritrocitos
son ademas extraordinariamente resistentes a la tension de corte de fluido, con hemolisis detectable
recién con una exposicion de 2 min a 150 Pa, una magnitud suprafisioldgica.
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Por ultimo, en cuanto a las fuerzas de traccion, se sabe que los leucocitos se involucran en
interacciones moleculares adhesivas con las paredes de los vasos en respuesta a estimulos
inflamatorios. Las fuerzas de traccion y la tension de corte del fluido generan un esfuerzo de torsion
sobre las células, que hace que el transporte de éstas sea a través de un movimiento de rodadura sobre
la pared del vaso. Hay evidencia de que, bajo algunas circunstancias, las CTC poseen un
comportamiento similar al de los leucocitos.

Comportamiento mecanico de las CTC en el sistema circulatorio

El microambiente de las CTC presenta un estilo de vida para las células tumorales muy
diferente al que estan acostumbradas en el microambiente del tumor sélido. Las modelizaciones y los
datos experimentales disponibles indican que la restriccion de tamafio en la microvasculatura es el
destino inicial mas probable para las CTC, probablemente a los pocos segundos de su intravasacion.
Las células de los tumores sélidos son grandes (15 a 20 um) en relacién con los capilares (3 a 8 um)
y, por lo tanto, la microcirculacion misma representa un filtro para las CTC. Si bien muchas CTC son
arrestadas en los capilares, algunas logran escapar por lo que la metéstasis no esta restringida a la
primera microvasculatura encontrada en la circulacion. Poco se sabe acerca de como las CTC se
mueven luego de su arresto en la microvasculatura, y no resulta claro si su transito a lo largo de la
microvasculatura es simplemente un proceso estocastico o si hay procesos biologicos que lo
influencian (Krog & Henry, 2018).

Las CTC son distorsionadas cuando ingresan a la microcirculacion, tal como sugiere la
diferencia de tamanos, y usualmente puede vérselas tortuosamente curvadas alrededor de
bifurcaciones de vasos. Esto provoca una deformacion con expansion del area superficial de la
membrana celular, hasta cierto punto critico en el que se rompe irreversiblemente. Dado que las CTC
arrestadas ocluyen los vasos, la fuerza que deforma las células es la presion sanguinea y no las
tensiones de corte del fluido ni las interacciones adhesivas con las paredes de los vasos. Aun asi, el
plasma puede fluir alrededor de las células ocluyendo un vaso sanguineo. La evidencia indica que es
poco probable que la deformacién de las CTC en la microvasculatura lleve, al menos en minutos, a
su destruccion. Es menos claro si la deformacion contribuye a la letalidad en escalas de tiempo mas
largas. La cinética de desobstruccion de la microvasculatura es incierta y no se conoce cuanto de ésta
se debe al desplazamiento o a la muerte celular.

Por otro lado, las CTC estas expuestas a un microambiente de niveles altamente variables de
tension de corte de fluido, como se ha descrito anteriormente. Estas deben sobreponerse al dafio
producido por las tensiones de corte hemodindmicas. Las células de un tumor sélido son relativamente
grandes y no tienen las mismas propiedades biofisicas de las células sanguineas, que las protegen del
corte hemodindmico. Una vez en el torrente sanguineo, las CTC experimentan niveles de velocidad
de flujo que se incrementan hasta los 15 cm/s en la vena cava antes de entrar a la parte derecha del
corazon. La tension de corte de fluido dependerd de la posicion radial de la CTC en el vaso, su tamano
y la velocidad del flujo. Sin embargo, dado que las CTC son relativamente grandes, es esperable que
sean arrastradas hacia las zonas de mayor tension de corte en las paredes de los vasos por marginacion.
Esta fase del viaje duraria algunos segundos, a menos que prevalezcan las interacciones adhesivas
con el endotelio y ralenticen el movimiento de las células tumorales.

Usualmente se menciona que las CTC son fragiles. Sin embargo, Krog y Henry (2018)
consideran cuatro modelos de tension de corte de fluido para estudiar la respuesta mecanica de las
CTC y detallan algunos resultados interesantes:

o Las CTC podrian exhibir un comportamiento de rodadura al igual que los leucocitos.

« Aplicando una tension de corte de ~2,9 Pa a una velocidad de deformacion de 2250 s™!
se necesitaron 5,5 h de exposicion continua para reducir la viabilidad celular a cero, lo
que habla de la robustez de las CTC, dado que normalmente la exposicién de éstas a
dichos niveles de tension de corte solo ocurre muy brevemente.

o Las células tumorales son remarcablemente mas resistentes a pulsos altos y breves de
tension de corte que sus contrapartes no tumorales, que exhiben fragilidad mecanica.
Tanto la duracion como la magnitud de la exposicion a un pulso alto y breve de tension
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de corte son variables importantes que permiten distinguir el comportamiento diferencial
entre células epiteliales benignas y malignas.

« Los leucocitos y eritrocitos son considerablemente mas resistentes a pulsos altos y breves
de tension de corte que las células tumorales.

Las conclusiones recapituladas por los autores evidencian la robustez mecanica de las células
tumorales. Sin embargo, la principal limitante de los modelos de estudio es que la mayoria, si no
todos, han sido practicados utilizando lineas celulares tumorales establecidas y no se conoce con
exactitud si los resultados son extrapolables al comportamiento de las CTC. La principal diferencia
es que la viabilidad de las lineas celulares utilizadas es alta, lo cual no es el caso de las CTC, cuya
viabilidad suele ser pobre, estando muchas de ellas apoptoticas en el momento o luego de la
intravasacion. Justamente, el proceso de apoptosis tiende a disminuir la rigidez y aumentar la
fragilidad de las células; por lo que la aparente fragilidad mecéanica de las CTC podria ser una
consecuencia directa de su fragilidad bioldgica, su propension a ya estar muriendo durante la
intravasacion o a morir rapidamente cuando son desconectadas del microambiente tumoral, o a su
falta de mecanismos intrinsecos de resistencia a la tension de corte de fluido, como es el caso de las
células epiteliales benignas.

Una explicacion emergente a la robustez de las células tumorales viables es que la resistencia
a la tension de corte de fluido es una propiedad biofisica basica del fenotipo de las células que han
sufrido una transformaciéon maligna. Las dos caracteristicas principales que promoverian esta
resistencia son: (1) la habilidad para reparar rapidamente el dafio en la membrana celular; y (2) la
habilidad de rapidamente modular las caracteristicas de la membrana y el citoesqueleto para prevenir
mayores dafios. Un efecto inmediato y potencialmente catastréfico de la exposicion a una tension de
corte excesiva es una fisura en la membrana celular. Krog y Henry (2018) detectaron evidencias de
reparacion de la membrana en células tumorales expuestas a pulsos breves de tension de corte de
fluido en el modelo de jeringa y aguja. La presencia de cationes calcio (Ca*") es critica para mantener
la viabilidad celular, dado que el ingreso de dichos iones a través de la membrana celular es la sefial
que dispara los eventos de reparacion de la membrana. La reparacion puede darse a través de parches,
si la fisura es grande, o a través de una reduccion en la tension de la membrana para facilitar el cierre
de la fisura, si ésta es pequena.

Otro resultado interesante obtenido por Krog y Henry (2018) indica que las células expuestas
a un pulso breve de tension de corte de fluido ven incrementada su resistencia a la tension de corte en
pulsos subsiguientes. Esto sugiere que las células tumorales pueden modular rdpidamente las
propiedades de su membrana y citoesqueleto ante una tension de corte, aumentando su rigidez.

2.2.3. Separacion de las células tumorales circulantes de la sangre

El aislamiento de CTC a partir de la sangre es un desafio, dado que éstas son extremadamente
raras. Las CTC presentes en la sangre de un paciente con cancer metastasico se encuentran por debajo
de las 10 mil por mL (Lei, 2020); mientras que las c€lulas de la sangre estan en el orden de 3900 a
6000 millones por mL para los eritrocitos, 4,7 a 10 millones por mL para los leucocitos y 250 a 500
millones por mL para los trombocitos (Williams P. L., 1995). La separacion de las CTC de los
eritrocitos y los trombocitos puede ser méas o menos sencilla por sus diferentes propiedades quimicas,
fisicas y bioldgicas; sin embargo, los leucocitos comparten varias caracteristicas con las CTC.

Las tecnologias de aislamiento de CTC se dividen en tres grandes grupos seguin su principio
de accion bioquimico, biofisico o combinado (Bankd, y otros, 2019). Los métodos bioquimicos se
basan en la inmunoafinidad de las diferentes células, y pueden funcionar por adhesion superficial,
enriquecimiento inmunomagnético o por inmunocaptura microfluidica. Los métodos biofisicos se
basan en el tamafio y deformabilidad o en la densidad de las diferentes células.

Seleccion por inmunoafinidad

Los dispositivos de seleccion por inmunoafinidad utilizan antigenos especificos que son
expresados en la superficie celular de las CTC y no son expresados en otras células. Para la separacion
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de CTC de otras células sanguineas, se utilizan anticuerpos especificos que capturan las células segun
sus marcadores superficiales. Cuando la técnica captura las células tumorales, se clasifica como
enriquecimiento positivo; en cambio, se clasifica como negativo cuando se utilizan antigenos
expresados en células sanguineas que no estan presentes en CTC (Bankd, y otros, 2019).

Por lo general, para el enriquecimiento positivo se hace uso del marcador epitelial superficial
tumoral EpCAM. Por lo tanto, el método permite detectar solamente células tumorales originadas en
tejidos epiteliales, como por ejemplo mama, colon, préstata y pulmon. Sin embargo, estudios
recientes encontraron células epiteliales no malignas con las mismas caracteristicas antigénicas que
las células tumorales en pacientes con tumores benignos de colon, pancreas y mama. Células de
tumores no malignos, es decir, aquellos que no tienen posibilidad de metastasis y, como tales, no
constituyen un cancer, pueden resultar entonces en falsos positivos.

Para el enriquecimiento negativo, en cambio, se hace uso de los marcadores superficiales
CD15, CD45 y CD66b, que se encuentran presentes en las células sanguineas normales, pero no en
las CTC. La ventaja de estos métodos es que permiten obtener CTC libres de etiquetas
independientemente de su expresion antigénica especifica, pero resulta en una menor pureza.

La inmunoafinidad es el mecanismo de accion del dispositivo CellSearch® (Menarini-Silicon
Biosystems, S.p.A.; Italia), el inico sistema de deteccion de CTC a partir de sangre aprobado por la
FDA para cancer de mama, de prostata y colorrectal. CellSearch® requiere un tratamiento previo de
centrifugado de la sangre, no puede utilizarse con sangre completa, tomada directamente de una
extraccion.

La ventaja de las técnicas de inmunoafinidad es su alta especificidad. Sin embargo, teniendo
en cuenta la heterogeneidad del tumor, esta alta especificidad se convierte en una desventaja, ya que
solo se captura una subpoblacion de CTC; y no se dispone de informacion sobre otras subpoblaciones.
El uso de multiples anticuerpos, como por ejemplo de los factores de crecimiento EGFR o el HER2
junto con el EpCAM, permite mejorar este aspecto.

Otra desventaja es la union anticuerpo/antigeno, que hace dificil la liberacion de las CTC
capturadas desde la superficie de un dispositivo. Para superar esto, se han propuesto estrategias
inmunomagnéticas, que inmovilizan las células en particulas magnéticas de forma reversible, y
estrategias microfluidicas, que permiten controlar el flujo de células, mejorando la eficiencia de
captura.

Hoy CellSearch® utiliza particulas magnéticas y ha adicionado tinciones posteriores a la
clasificacion para verificar la ausencia de CD45. Otros dispositivos disefiados a partir de mecanismos
inmunomagnéticos o microfluidicos no cuentan con ensayos y datos suficientes que permitan su uso
clinico. Actualmente, no existe una técnica Optima para enriquecimiento y/o aislamiento de CTC
desde sangre.

Seleccion por tamario

Los métodos fisicos son independientes de la expresion antigénica en la superficie de la célula,
por lo que evitan la imprecision provocada por la heterogeneidad en anticuerpos expresados en la
superficie de las CTC. La seleccion por tamaiio es un método de aislamiento de CTC basado en su
tamano ligeramente mayor respecto de las células sanguineas, aproximadamente entre 9 y 19 um.
Estas técnicas usualmente utilizan membranas microestructuradas como filtro, aunque también se han
reportado otras técnicas basadas en dispositivos microfluidicos (Banko, y otros, 2019).

La principal ventaja de la seleccion por tamaio es que resulta en células viables, no
modificadas y sin etiquetas a partir de una metodologia relativamente simple con alta eficiencia de
captura y buen enriquecimiento. Esto permite que las células obtenidas sean utilizadas en métodos
subsiguientes, tales como la secuenciacion para mejorar el andlisis detallado de cada tipo de cancer
especifico y la progresion de la enfermedad; o bien que sean cultivadas en el mismo dispositivo o
extraidas por flujo inverso. Ademas, ocupan un tiempo mucho menor para el enriquecimiento y tienen
un menor costo que las opciones bioquimicas.

Un desafio para la validacion primaria de un método de seleccion de CTC por tamafio
utilizando lineas celulares en cultivo es la diferencia de tamafios entre las CTC y las lineas celulares
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tumorales. Para la evaluacion de técnicas de filtrado se recomienda la utilizacion de lineas celulares
con un tamafio de 11 a 13 um de mediana para superar este problema (Banko, y otros, 2019).

En cuanto a la utilizaciéon de membranas microestructuradas para el enriquecimiento de CTC
por tamano, lo que constituye el caso de estudio del presente trabajo, el mayor desafio es la
interferencia con los leucocitos, que tienen un tamaiio comparable a las CTC y pueden obturar el
filtro. Ademas, al observar los resultados del filtrado en el microscopio de fluorescencia, éstos crean
un ruido de fondo que puede provocar falsos positivos. Una manera de superar, o al menos disminuir,
este problema es haciendo uso de la deformabilidad diferencial de las CTC frente a los leucocitos
sanos. Estudios recientes parecen indicar que las células tumorales ostentan una deformabilidad hasta
1,8 veces menor que la de los leucocitos sanos (Shaw Bagnall, y otros, 2015). Ademas, cuanto mayor
es la masa hidrostatica de la célula, menor es su deformabilidad. Si bien hay evidencia de la existencia
de CTC de deformabilidad comparable a la de las células sanguineas, la presencia de éstas en la sangre
no excluye la de otras CTC mas rigidas, que podrian separarse por filtrado incluso teniendo tamafios
similares, ajustando la velocidad de deformacion de modo de permitir la deformacion de las células
sanguineas y no la de estas CTC mas rigidas.

Seleccion por densidad

El principal método de seleccion por densidad es la centrifugacién, que hace uso de la
densidad especifica de los eritrocitos, los leucocitos y las CTC. Una alternativa disponible
comercialmente es el OncoQuick® (Greiner Bio-One; Greiner Group AG; Austria), que hace uso de
la seleccion por densidad en combinacion con la seleccion por tamafio, al adicionar una barrera porosa
a un tubo de centrifuga. Esto permite que, durante la centrifugacion, los eritrocitos y algunos
leucocitos pasen a través del filtro y sean recogidos en un medio de separacion, mientras que las CTC
quedarian retenidas, junto con los trombocitos, en la interfaz entre el medio de separacion y el plasma.
Otros enfoques de seleccion por densidad involucran dispositivos microfluidicos con canales en
espiral que hacen uso de la fuerza centrifuga.

23. Ellinfoma de Hodgkin

En vistas de la colaboracion con el Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”, se utilizo en este
trabajo una linea celular de linfoma de Hodgkin clésico como modelo para la validacion primaria del
dispositivo de filtrado de CTC en sangre.

Los linfomas son canceres iniciados en los linfocitos. Existen dos tipos: linfoma de Hodgkin
y linfoma no Hodgkin, que provienen de diferentes tipos de células y se comportan, se propagan y
responden al tratamiento de manera diferente. El linfoma de Hodgkin puede iniciarse en cualquier
porcidn de tejido linfoide, incluyendo ganglios y vasos linfaticos, bazo, médula 6sea, timo, amigdalas,
adenoides y el tracto digestivo; siendo més comun su iniciacion en los ganglios linfaticos de la parte
superior del cuerpo humano. Luego de iniciarse, suele propagarse a través de la circulacion linfatica
entre ganglios, y rara vez invade el sistema cardiovascular y otras partes del cuerpo (ACS, 2023b).

El linfoma de Hodgkin se divide, a su vez, en Hodgkin con predominio de linfocitos nodulares
y otras cuatro categorias que se engloban bajo el nombre de Hodgkin clésico (esclerosis nodular,
celularidad mixta, empobrecido en linfocitos y enriquecido en linfocitos). El linfoma de Hodgkin
clasico representa cerca del 95% de los casos de linfoma de Hodgkin. Las células tumorales del
linfoma de Hodgkin clasico se denominan células de Reed-Sternberg, y son un tipo anormal de
linfocito, caracterizadas por su gran tamaiio, hasta 10 veces el tamafio de un linfocito normal, y la
posesion de al menos dos nucleolos en 16bulos nucleares separados o en mas de un nacleo (Aggarwal
& Limaiem, 2022). En el caso del linfoma de Hodgkin con predominio de linfocitos nodulares, las
células tumorales se denominan células popcorn (pochoclo) o también células linfociticas e
histiociticas, tratdindose de una variante de las células de Reed-Sternberg. Se muestra una micrografia
del linfoma de Hodgkin en la que se observan células de Reed-Sternberg en la Figura 7.
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Figura 7. Micrografia a 40% representativa del linfoma de Hodgkin, donde se observan las células de Reed-Sternberg. La
tincion hematoxilina-eosina permite observar en tonos azul y violaceo los nucleos celulares y otras estructuras acidas, y
en tonos rosados sustancias citoplasmaticas y extracelulares y otras estructuras alcalinas.

Nota. Tomado de “Hodgkin lymphoma: A special microenvironment”, por G. Opinto y otros, 2021, Journal of Clinical
Medicine, 10.

El mecanismo exacto por el cual las células de Reed-Sternberg contribuyen al linfoma de
Hodgkin clasico atn no se comprende exactamente, pero se cree que secretan proteinas y otras
moléculas de sefializacion que alteran el microambiente tumoral y suprimen la respuesta inmunitaria
(Opinto, y otros, 2021).

La presencia de células de Reed-Sternberg es una condicion necesaria para el diagnostico del
linfoma de Hodgkin clasico. Dichas células se identifican a través de una biopsia de los ganglios
linfaticos, y su presencia se confirma mediante analisis inmunohistoquimico. Sin embargo, no es una
condicion suficiente, dado que las células de Reed-Sternberg también pueden encontrarse en la
linfadenopatia reactiva y, muy raramente, en el linfoma anaplasico de células grandes, un tipo muy
raro de linfoma no Hodgkin.

2.3.1. Aislamiento de las células de Reed-Sternberg

El estudio de las células de Reed-Sternberg es esencial para comprender mejor la patogénesis
del linfoma de Hodgkin y desarrollar nuevas estrategias de tratamiento. Las células de Reed-
Sternberg representan alrededor del 1% del tejido tumoral, mientras que la mayoria de las células en
el tejido incluyen linfocitos, eosinéfilos y monocitos (Aggarwal & Limaiem, 2022). Esta escasez de
c¢lulas malignas dificulta cualquier analisis profundo y moderno de las células de Reed-Sternberg.
Una poblacién pura, o al menos enriquecida, de células de Reed-Sternberg puede ayudar a aliviar este
problema y permitiria estudios mas fiables.

Se encuentran en bibliografia casos de aislamiento de células de Reed-Sternberg por técnicas
de analisis unicelular. El Instituto de Genética y el Departamento de Patologia de la Universidad de
Colonia, Alemania, ha logrado aislar células de Reed-Sternberg por aspiracion con una micropipeta
montada en un micromanipulador hidraulico a partir de secciones inmunotefiidas de tejidos linfoides
congelados, de entre 5 y 10 um de espesor, obtenidos de biopsias de pacientes enfermos con linfoma
de Hodgkin (Kiippers, y otros, 1994; Kanzler, y otros, 1996; Kanzler, Kiippers, Hansmann, &
Rajewsky, 1996; Braeuninger, y otros, 1997).

Roth y colaboradores (1994) hicieron lo propio, pero con células en suspension en lugar de
un tejido. Para ello, diseccionaron los tejidos de biopsia en pequefios trozos con agujas estériles,
suspendieron las células en PBS y aislaron las células de Reed-Sternberg viables por centrifugacion
en gradiente de densidad (Ficoll Hypaque) durante 30 min junto con una fraccion de células
mononucleares. Después de la fijacion en una solucion de paraformaldehido 3% m/V en PBS,
citocentrifugaron la suspension celular en un portaobjetos de vidrio. Identificaron las células de Reed-
Sternberg utilizando criterios morfoldgicos (tamafo, nucleolos prominentes, multiples nucleos) asi
como inmunotincién. Por tltimo, recogieron las células de Reed-Sternberg individuales con capilares
de vidrio utilizando un micromanipulador.
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Fromm, Kussick y Wood (2006), por otro lado, lograron aislar las células de Reed-Sternberg
a partir de ganglios linfaticos obtenidos de muestras clinicas por citometria de flujo, a través de un
procedimiento denominado clasificacion celular activada por fluorescencia o FACS. El método
separa las células en funcion de sus parametros morfologicos y la expresion de multiples proteinas,
permitiendo la clasificacion celular multiparamétrica. Reichel y colaboradores (2014) hicieron lo
propio con suspensiones celulares producidas a partir de biopsias clinicas, obteniendo una pureza
media de 75% de células de Reed-Sternberg. En ambos trabajos se utiliz6é un coctel de anticuerpos
para disociar los agregados celulares que se producen entre los linfocitos y las células de Reed-
Sternberg.

2.4. Biomateriales y citocompatibilidad

Cualquier dispositivo destinado al andlisis clinico o a una aplicacion en clasificacion celular
se enfrenta a un desafio fundamental: garantizar la preservacion de la viabilidad celular y permitir un
analisis posterior preciso y util. En este sentido, la seleccion de biomateriales adecuados para la
construccion del dispositivo se convierte en un factor crucial. En este caso, un material citocompatible
es esencial para garantizar que las CTC y las células de Reed-Sternberg no sufran dafios durante el
proceso de captura y manipulacion o luego de éste.

Un biomaterial es, por definicion, una sustancia no farmacologica adecuada para su inclusion
en sistemas que aumentan o reemplazan la funcion de los tejidos u organos corporales. Estos
materiales son capaces de estar en contacto con fluidos y tejidos corporales durante periodos
prolongados de tiempo, provocando poca, si acaso alguna, reaccion adversa. (Heness & Ben-Nissan,
2004).

Ningun material extraio colocado en contacto con células vivas es completamente
compatible. Las unicas sustancias completamente biocompatibles son las fabricadas por el propio
organismo y cualquier otra sustancia que sea reconocida como extraiia, inicia algun tipo de reaccion.
Hench (1980) senala que los tejidos vivos en contacto con un material pueden reaccionar de cuatro
maneras diferentes:

1. Toxico. Produce la necrosis de los tejidos circundantes (p. €j. plomo, cobre). No son aptos
para su implantacion ni para el contacto con los tejidos vivos; no se trata de biomateriales.

2. Biorreabsorbible. El material es no toxico y soluble, se absorbe y es reemplazado
lentamente por tejido vivo (p. €j. yeso, fosfato tricalcico, fosfato trisddico, copolimero
acido polilactico-acido poliglicolico, 6xido de calcio, carbonato de calcio).

3. Bioinerte. El material es no téxico y no soluble, una vez colocado en el cuerpo humano,
tiene una interaccion minima con el tejido que lo rodea; generalmente se forma alrededor
de éste una cépsula fibrosa de espesor variable (p. ej. alimina, titanio, zirconia, acero
inoxidable, polietileno de ultra alto peso molecular).

4. Bioactivo. El material es no toxico y activo, interactiia con el tejido circundante,
formando una unién quimica en la interfaz. La bioactividad puede ser en todo el volumen
(p. ¢j. hidroxiapatita sintética, vitroceramica A-W) o bien superficial (p. j. Bioglass®).

Las principales variables del material que influyen en la respuesta biologica del huésped son:
composicion quimica (en volumen y superficial), gradientes quimicos, microestructura, morfologia,
cristalinidad y cristalografia, constantes elasticas, contenido de agua, equilibrio hidrofébico-
hidrofilico, porosidad, movilidad molecular superficial, topografia de la superficie, energia
superficial, propiedades eléctricas o electronicas de la superficie, toxicidad de los productos de
degradacion, presencia de lixiviables, toxicidad de los residuos de desgaste (Williams D. F., 2008).

Ahora bien, la respuesta a la interaccion con un material especifico varia de un modo de
aplicacion a otro. Por lo tanto, la biocompatibilidad no solo depende de las caracteristicas del material,
sino que también debe estar definida por la situacion en la que se lo utiliza. Cualquiera que sea la
funcion o el propdsito requerido, el dispositivo y, por lo tanto, el material de su construccion no
deberan producir ningtn efecto adverso significativo.

La citocompatibilidad es un caso particular de biocompatibilidad. Mientras que la
citotoxicidad involucra criterios negativos tales como alteraciones celulares, muerte celular o
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crecimiento obstaculizado; la citocompatibilidad es un término mas vago, pero sugiere criterios
positivos. Un material se considerara citocompatible si tanto la estructura como las funciones de las
células en contacto directo con ¢l permanecen inalteradas, es decir, cuando no es citotoxico. Las
células expuestas a una sustancia citotoxica pueden experimentar: necrosis (muerte celular
descontrolada), apoptosis (muerte celular programada), autofagia o simplemente dejar de crecer y
dividirse activamente, disminuyendo la proliferacion celular (Termo Fisher Scientific, 2023).

2.4.1. Ensayos de citotoxicidad

Existen diferentes enfoques para abordar el tema de la citotoxicidad de una sustancia. Los
ensayos de citotoxicidad miden la habilidad de una sustancia de causar dafio o muerte celular. Son
ampliamente utilizados en investigacion basica y en desarrollo de agentes terapéuticos. Hay dos
razones principales por las que se estudia la citotoxicidad: o se desea que mueran células especificas
y, por lo tanto, se busca una sustancia o condicidon adecuada; o bien se desea excluir la citotoxicidad
en c¢lulas especificas (Krumm, 2018).

Por ejemplo, la citotoxicidad es deseada en el tratamiento del cancer, donde el objetivo
principal es la destruccion selectiva de las células tumorales. La quimioterapia convencional tiene
como objetivo dafiar a la célula cancerosa e impulsarla a la apoptosis en lugar de a la replicacion.
Evaluar la citotoxicidad permite encontrar agentes anticancerigenos y comparar in vitro agentes o
condiciones destinados a la terapia del cancer.

Por el contrario, la mayoria de los medicamentos no estdn destinados a ser citotoxicos, ya que
esto podria tener un impacto en todo el organismo. En particular, se ensaya la citocompatibilidad de
nuevos candidatos a fairmacos para determinar si dafian las células de 6rganos vitales y detectar
posibles efectos adversos en etapas tempranas del desarrollo de medicamentos.

Los ensayos de citotoxicidad propiamente dichos permiten medir el dafio celular utilizando
un método de deteccidon basado en colorimetria o fluorescencia para medir el nivel de una enzima, tal
como LDH o G6PD, que se filtra a través de la membrana celular a medida que ésta va perdiendo su
integridad por necrosis o en las Ultimas etapas de la apoptosis. Cuanto mayor sea la cantidad de
enzima filtrada, mas cromoéfora o fluorescente se vuelve la muestra y mas citotdxica es la sustancia o
condicion probada (Termo Fisher Scientific, 2023).

Alternativamente, los ensayos de viabilidad celular permiten evaluar la proliferaciéon y la
viabilidad celular utilizando el potencial redox en las células activas metabdlicamente para convertir
un reactivo basado en una sal de tetrazolio a un producto formazéan coloreado. Tal es el caso de los
ensayos MTT y XTT. Cuanto mayor sea la actividad metabolica, més cromoéfora se vuelve la muestra
y menos citotdxica o mas citocompatible es la sustancia o condicion probada.

2.5. Técnicas de microfabricacion

El término microfabricacion se refiere a la fabricacion de dispositivos con al menos una de
sus dimensiones en el rango micrométrico. Las técnicas utilizadas para la microfabricacion son
variadas. Algunas han sido adaptadas del campo de los semiconductores y los circuitos integrados,
mientras que otras se han desarrollado especificamente para la fabricacion de MEMS. La
microfabricacion consiste en la utilizacion de estas técnicas de forma secuencial para producir una
estructura deseada (Madou, 2012).

Usualmente, el paso inicial de un proceso de microfabricacion es la litografia, que transfiere
un patron deseado a un sustrato. Luego se utilizan técnicas sustractivas, que destruyen la cohesion
entre particulas, y/o aditivas, que crean cohesion entre particulas, para remover o agregar material a
la pieza de trabajo o al dispositivo bajo construccion, de forma selectiva. A continuacion, se hara una
breve introduccion a las técnicas de microfabricacion, con especial énfasis en aquellas disponibles en
las facilidades del DMNT y utilizadas en este trabajo.
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2.5.1. Litografia

Los procesos de microfabricacion suelen comenzar con litografia, una técnica utilizada para
transferir copias de un patron maestro a la superficie de un material s6lido, como ser una oblea de
silicio. En la industria, la transferencia de patrones se hace casi exclusivamente por fotolitografia, que
hace uso para ello de la radiacion UV. Otros tipos de litografia utilizan rayos X, haces electronicos o
haces i6nicos. Todos estos métodos logran una precision de impresion submicrométrica (Madou,
2012).

Fotolitografia

La fotolitografia es un proceso de conformado de fotorresina, un polimero viscoso y
fotosensible. Si bien existen variaciones y diferentes equipos y metodologias, usualmente el proceso
es como se indica a continuacion. Primero se recubre un sustrato por centrifugado (spin coating) con
una capa de fotorresina, cuyo espesor queda definido por su viscosidad y por la velocidad de giro.
Luego se efectia un tratamiento térmico de precocido sobre una placa calefactora (hot-plate) para
remover el remanente de solvente, relajar las tensiones residuales y promover la adhesion de la
fotorresina a la oblea. Posteriormente, debe dejarse la resina protegida de la luz para su
rehumidificacion. La velocidad de calentamiento y enfriamiento, la temperatura y los tiempos de
precocido y de rehumidificacion dependen de la naturaleza de la fotorresina y de su espesor.

Luego, se efectia la exposicion selectiva a la radiacion UV, usualmente profunda (longitudes
de onda de 150 a 300 nm) o cercana (350 a 500 nm), a través de una plantilla que contiene el patron
maestro definido en zonas transparentes y opacas, denominada fotomascara. La respuesta de la
fotorresina a la exposicion depende de su tono: si es una resina positiva, las zonas expuestas se
degradan por escision de cadena o reaccion fotoquimica y se vuelven mas solubles; si es una resina
negativa, las zonas expuestas sufren entrecruzamiento o generacion fotoquimica y se vuelven menos
solubles. La eleccion de un tipo u otro de resina depende de los requerimientos de cada aplicacion,
como ser resolucion, facilidad de procesamiento, costo y patron que se debe transferir.

La exposicion genera una imagen latente que debe ser revelada. Para ello, el sustrato se
enjuaga en un revelador, que remueve las areas mas solubles del polimero, ya sean las expuestas para
una resina negativa o las no expuestas para una positiva, dejando un patrén de sustrato desnudo y
sustrato recubierto con fotorresina. Se esquematiza el proceso fotolitografico en la Figura 8.

Por tultimo, pueden efectuarse tratamientos de limpieza (descumming) para remover
remanentes de resina y de poscocido en placa calefactora para remover remanentes de solvente, relajar
tensiones residuales y promover la adhesion superficial que pudo haber sido debilitada por accion del
revelador o por hinchamiento de la resina. Una vez que se tiene el patron de fotorresina sobre el
sustrato, contintian técnicas sustractivas para grabar el patron en el sustrato o bien técnicas aditivas
para depositar el patron en forma de pelicula delgada o gruesa. Luego, la fotorresina remanente puede
removerse con acetona.

Fotomascara

Sustrato + Fotorresina

Positiva’/ \Neg
@

a

tiva

Figura 8. Proceso de fotolitografia. Se expone la fotorresina selectivamente a la luz ultravioleta a través de una
fotomascara. Dependiendo del tipo de fotorresina utilizada, la region expuesta se volvera mas soluble (positiva) o menos
soluble (negativa), generando el patréon deseado luego del revelado.
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Litografia de escritura directa

La litografia de escritura directa, a diferencia de la convencional, no hace uso de una mascara
para la transferencia del patron. En cambio, el patron es generado por computadora y se graba
directamente sobre la fotorresina en el sustrato punto por punto con un haz focalizado, como es el
caso de la litografia por laser o la litografia por haz electronico sin mascara.

2.5.2. Técnicas sustractivas

Una de las técnicas sustractivas mas utilizadas para circuitos integrados y MEMS es el
grabado (etching), es decir, la transferencia de patrones mediante la remocion quimica y/o fisica de
material de un sustrato, a menudo en un patrén definido por una mascara (Madou, 2012). El grabado
puede ser por ataque seco o himedo. Los parametros del proceso, en ambos casos, incluyen:

1. Tasa de ataque: velocidad a la que se elimina el material del sustrato.

2. Uniformidad: constancia de la tasa de ataque en todo el sustrato.

3. Rendimiento: cantidad de sustratos u obleas grabadas durante un ciclo de proceso.

4. Control direccional: control de la tasa de ataque en direcciones horizontal y vertical,
puede ser is6tropo o anisotropo.

5. Selectividad de grabado: controlado por (a) la composicion del reactivo de ataque, o (b)
la tasa de ataque.

Las técnicas sustractivas de microfabricacion se clasifican segun su principio de remocion de
material en quimicas, electroquimicas, térmicas y mecanicas. Algunos ejemplos se muestran en la
Tabla 1.

Quimicas Mecanicas

e Ataque con plasma reactivo e Ataque i6nico

o Ataque por vapor de XeF» o Ataque por haz i6nico

o Ataque por haz idnico reactivo e Mecanizado ultrasonico

e Ataque ionico reactivo e Mecanizado por chorro de agua
e Ataque ionico reactivo profundo e Mecanizado por chorro abrasivo
o Ataque quimico humedo o Desbaste abrasivo

e Ataque fotoquimico e Haz iénico focalizado

e Haz atémico répido

Electroquimicas Térmicas

e Desbaste electroquimico e Mecanizado por laser
e Mecanizado electroquimico e Mecanizado por haz electrénico
o Ataque fotoelectroquimico e Mecanizado por descarga eléctrica

e Mecanizado por arco de plasma

Tabla 1. Algunas técnicas sustractivas de microfabricacion clasificadas segin el principio por el cual remueven el
material del sustrato.

Ataque quimico humedo

El ataque quimico himedo comprende una familia de métodos que involucran la remocion de
material a través de la interaccion quimica entre un reactivo y una superficie expuesta. Se utiliza para
grabar rasgos isotropicos en metales, vidrios, polimeros y ceramicos. Para ello, se le aplica al sustrato
una mascara producida por litografia. Luego, se sumerge la pieza en un recipiente con el reactivo
quimico liquido, de ser necesario con calor y agitacion, se deja el tiempo suficiente y se retira y
enjuaga. El ataque es isotropico, por lo que las relaciones de aspecto obtenibles son bajas.
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Ataque ionico reactivo

El ataque i6nico reactivo (reactive ion etching) es una técnica sustractiva seca de naturaleza
fisicoquimica, dado que combina el bombardeo i6nico por plasma y la reaccidon quimica con especies
neutras para remover material de un sustrato. La sinergia entre efectos fisicos y quimicos permite
obtener anisotropia (direccionalidad) y alta selectividad, resultando en un perfil de ataque vertical
(Madou, 2012). El mecanismo de accidn es el siguiente: el bombardeo idnico causa dafio superficial
a un sustrato no reactivo, exponiendo atomos que son mas reactivos al gas; y la superficie activada
reacciona con las especies neutras del gas, dando productos volatiles que son removidos por arrastre.

2.5.3. Técnicas aditivas

Las técnicas de microfabricacion aditivas son técnicas de formado, es decir, crean una forma
original a partir de una masa fundida, una solucidn, una sustancia en fase vapor, plasma o particulas
solidas (polvos). Durante el proceso, se crea cohesion entre particulas individuales. Si bien los
métodos de depdsito en MEMS son los mismos que en circuitos integrados, especialmente para
peliculas delgadas, los procesos aditivos en la fabricacion de MEMS utilizan un rango mucho mas
amplio de materiales, tanto organicos como inorganicos (Madou, 2012).

Las técnicas aditivas de microfabricacion se clasifican segiin su principio de depdsito de
material en mecanicas, quimicas y térmicas. No debe confundirse con la naturaleza del proceso que
genera el material a depositar; la clasificacion es sobre la naturaleza del depodsito. Algunos ejemplos
se muestran en la Tabla 2.

Mecanicas Quimicas
o Evaporacion térmica o CVD a presion atmosférica
e Pulverizacion catodica o sputtering e CVD a baja presion

o Deposito i6nico o ion plating

o Deposito por haz de clisteres i6nicos
e Deposito por ablacion laser

o Epitaxia de haz molecular

CVD asistida por plasma
CVD metalorganica
Deposito de capa atomica
Proceso sol-gel

o Deposito de aerosol o Recubrimiento con peliculas orgénicas

;  Serigrafia de organicos
. Esterolitografia

e Oxidacion térmica o Deposito autocatalitico

e CVD fotoiniciada e Deposito electroquimico

e CVD por laser e Anodizado

e Pir6lisis por pulverizacion e Micromoldeo

o Serigrafia de inorganicos e Moldeo por inyeccion termorrigida

e Moldeo por inyeccion termoplastica
e Moldeo por compresion

Tabla 2. Algunas técnicas aditivas de microfabricacion clasificadas segun el principio por el cual depositan material sobre
el sustrato.

Deposito en fase vapor

El deposito en fase vapor es una familia de técnicas aditivas muy usadas, que producen
peliculas delgadas sobre un sustrato. Se divide en dos grandes grupos: deposito fisico en fase vapor
o PVD, que deposita por impacto en linea de vision directa, y deposito quimico en fase vapor o CVD,
que deposita por transferencia de masa difusiva-convectiva (Madou, 2012).

El PVD representa una tecnologia de recubrimiento versatil, aplicable a casi cualquier
combinacion de materiales de recubrimiento y sustrato. Utiliza un sélido, un liquido o vapor como
fuente de material metalico, cerdmico o algunos poliméricos. Posibles sustratos incluyen
semiconductores, metales, vidrios y plasticos. Los procesos de PVD consisten en tres pasos
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elementales: (1) la sintesis del vapor de recubrimiento a partir de la fuente de material, (2) el
transporte del vapor hacia el sustrato, y (3) la condensacion del vapor en su superficie. Esto se lleva
a cabo en una camara de vacio, con la cara a recubrir del sustrato hacia abajo para minimizar la
contaminacion por particulas.

Los procesos de PVD mas utilizados son la evaporacion térmica y la pulverizacion catodica
(sputtering). La evaporacion térmica es ampliamente utilizada debido a su simplicidad y capacidad
para depositar una amplia gama de materiales; en este proceso, el material a depositar se calienta
hasta alcanzar su punto de evaporacidon, usualmente por efecto Joule (resistencia) o por haz
electronico. Luego, los atomos o moléculas del material evaporado se depositan sobre el sustrato. Por
otro lado, el sputtering, es un proceso versatil que ofrece un control preciso sobre el espesor del
recubrimiento, la composicion y las propiedades fisicas; utiliza un plasma de gas inerte y un blanco
del material a depositar, el cual es pulverizado por el impacto de los iones del plasma. Los 4&tomos o
moléculas del blanco luego se depositan sobre el sustrato.

En cambio, durante el CVD, los constituyentes de una fase vapor diluida en un gas inerte
reaccionan en una superficie caliente para depositar una pelicula delgada solida. En la camara de
reaccion, los reactivos se adsorben en la superficie caliente del sustrato y los addtomos experimentan
una serie de procesos reactivos que resultan en la formacién de la pelicula. Los productos gaseosos
se desorben y son removidos de la cdmara. La quimica de la superficie, su temperatura y la
termodindmica determinan los compuestos depositados; siendo los productos finales mas favorables
los estequiométricos. Sin embargo, se requiere superar varias barreras de activacion, con lo cual se
requiere alguna fuente de energia, que suele ser térmica.

El CVD es muy versatil y permite depositar materiales amorfos, policristalinos, epitaxiales y
orientados uniaxialmente con un alto grado de pureza, control y bajo costo. Puede ser aplicada a una
gran variedad de materiales de recubrimiento y sustrato. El espesor de la pelicula producida por CVD
es mas uniforme en escalones topograficos que una contraparte producida por PVD. Ademas, al
operar a altas temperaturas, produce peliculas cristalinas de mejor calidad.

Deposito electroquimico (electroplating)

El deposito electroquimico o electroplating es un proceso que permite el crecimiento de una
pelicula metalica sobre un sustrato sélido conductor a través de la reduccion de cationes del metal de
deposito por accion de una corriente eléctrica continua. La reaccion involucra un flujo de corriente
producido al imponer una diferencia de potencial entre dos electrodos. La reduccion de los cationes
metalicos en el electrolito para su depdsito en el catodo depende de la diferencia potencial impuesta.
Los parametros de proceso son la composicion del electrolito, el pH, la densidad de corriente, la
temperatura y el grado de agitacion (Madou, 2012).

Las aplicaciones en circuitos integrados y MEMS hacen uso de una mascara fotolitografica
para el crecimiento selectivo de la pelicula por electroplating. En un procesamiento tipico, la pelicula
metalica debe depositarse sobre un sustrato dieléctrico, como ser una oblea de silicio, motivo por el
cual debe depositarse primero una capa semilla (seed layer) conductora, generalmente por PVD. Para
ello, primero se evapora o pulveriza una capa delgada de metal de adhesion, usualmente titanio o
cromo, y luego la capa semilla propiamente dicha, que puede ser de oro, platino, cobre, niquel, etc.
El requisito clave para la capa semilla es que sea eléctricamente continua y ofrezca una baja
resistencia laminar. Luego del depdsito de la capa semilla, se forma sobre ésta un patrén de resina
por fotolitografia, que hace las veces de molde protector. Por ultimo, se efectiia el contacto eléctrico
con la capa semilla y se lleva a cabo el electrodepdsito dentro del molde. La capa de metal que crece
sobre el sustrato llena los huecos en la configuracion de la fotorresina, formando asi una estructura
metalica complementaria. Siempre que el electrolito pueda mojar y llenar una cavidad, se puede
generar un patron metalico replicando el molde con precision.
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El espesor depositado por electroplating se deduce a partir de la ley de Faraday, de la siguiente
manera:

S-n-F
donde

Espesor [m] F  Constante de Faraday [C/mol]
Masa molecular [kg/mol] Ji Densidad de corriente [A/m?]
Densidad [kg/m?] t Tiempo [s]

Numero de oxidacion n Rendimiento

S &z

La masa molecular y la densidad son constantes propias del metal a depositar (como ejemplo,
para los metales electrodepositados en este trabajo: 0,0635 kg/mol y 8960 kg/m3 para el cobre y
0,0587 kg/mol y 8908 kg/m3 para el niquel, respectivamente). El nimero de oxidacion y la constante
de Faraday son propios de la reaccion rédox, y también son constantes. El rendimiento del depdsito
es una variable a determinar que depende de las condiciones del electrolito, como ser temperatura,
agitacion y grado de electrolisis. Las variables de proceso controlables son la densidad de corriente y
el tiempo.
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Fabricacion de membranas microporosas

La membrana microporosa es el componente esencial del dispositivo de filtrado. El tamafio
de sus poros determinara su utilidad a la hora de efectuar el filtrado. Para el aislamiento de CTC en
sangre, la bibliografia indica que el tamafio de poro ideal es de 8 um (Zheng, y otros, 2007; Banko, y
otros, 2019). Se evaluaron diversas rutas de fabricacion buscando una mejora en la biocompatibilidad
del dispositivo respecto de las membranas fabricadas previamente al inicio del presente trabajo por
el grupo del proyecto FiCelTAr. Las tres rutas elegidas, que fueron llevadas a la practica
simultaneamente, fueron: (1) recubrimiento de una membrana de cobre preexistente por evaporacion
térmica de titanio; (2) fabricacion integra de una membrana de niquel por deposito electroquimico; y
(3) fabricacion integra de una membrana de fotorresina por fotolitografia.

En todas las rutas de fabricacion, se emplearon obleas de silicio <100> de 4 pulgadas con su
6xido nativo.

3.1.1. Procedimientos fotolitograficos

En al menos una etapa de todas las rutas de fabricacién de las membranas microporosas se
hizo uso de la fotolitografia. Los procedimientos fotolitograficos fueron llevados a cabo en el area
limpia clase 1000 del DMNT de la CNEA. Si bien los parametros de proceso son especificos y seran
detallados en cada caso, el procedimiento es el mismo (ver seccioén 2.5.1).

Primero, se deposité la fotorresina sobre el sustrato por spin coating. Luego, se efectuaron los
tratamientos de precocido y de rehumidificacion. Se llevo el sustrato a un alineador de mascaras
(EVG 620 NT; EV Group; Austria) y se efectud la exposicion a luz UV de 365 nm de longitud de
onda (i-/ine) a través de una fotomdscara para formar la imagen latente. Por tltimo, se efectud el
revelado para definir el patron buscado.

Se hizo uso de una fotoméscara de cromo sobre sustrato de vidrio, la cual fue disefiada y
fabricada con litografia de escritura directa por laser por el equipo del proyecto FiCelTAr. Permite
obtener 21 membranas microporosas a partir de una oblea de 4 pulgadas, contando también con cuatro
zonas que permiten el contacto eléctrico para el electroplating. Las membranas son discos de 16 mm
de didmetro que poseen aproximadamente 120 mil poros de 8, 10 o 12 pum de didmetro, distribuidos
de forma ortogonal en un circulo de 10 mm de diametro.

(a)ﬁ i B - (ST (b)

Figura 9. (a) Disefo de la fotomdascara utilizada. (b) Detalle de una membrana.
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3.1.2. Membranas de cobre recubiertas con titanio

Las membranas de cobre utilizadas fueron fabricadas por el equipo del proyecto FiCelTAr
previamente al presente trabajo. El procedimiento de fabricacion se explicita en la Figura 10 y fue
llevado a cabo en el area limpia del DMNT (clase 1000 para litografia, clase 10000 para los demas
procedimientos). Primero, luego de la limpieza del sustrato, se le depositd por spin coating una capa
de fotorresina de espesor delgado, que funciona como capa de sacrificio, permitiendo desprender los
filtros de la oblea a través de su disolucion. Luego, se depositd por magnetron sputtering una pelicula
delgada de titanio para promover la adhesion y una pelicula delgada de cobre que funciona como capa
semilla (seed layer) para el depdsito electroquimico, proveyendo una superficie que conduce la
electricidad. Encima de ésta, se fabricé el molde del electroplating por fotolitografia de una capa de
fotorresina positiva, de espesor mayor al de las membranas. Luego, se hizo crecer una pelicula gruesa
de cobre dentro del molde de fotorresina por electroplating en un electrolito de sulfato de cobre y
acido sulfurico, conectando a la pieza como catodo y a una chapa de cobre como anodo. Una vez
hecho esto, se procedi6 a la remocion del molde con acetona, al ataque de la capa semilla con acido
acético para el cobre y acido fluorhidrico para el titanio y a la remocion de la capa de sacrificio con
acetona. Las membranas de cobre se desprendieron de la oblea y pudieron ser manipuladas con una
pinza.

1 2 3 4
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5 6 7 8

Figura 10. Ruta de fabricacion de las membranas microporosas metalicas por deposito electroquimico (electroplating).
1 oblea de silicio «<100; 2 spin coating de la capa de sacrificio de fotorresina AZ 1518; 3 sputtering de la capa semilla de
titanio/cobre; 4 fabricacion del molde fotolitografico por spin coating de fotorresina AZ 9260, exposicion a traves de una
fotomascara y revelado; 5 electroplating de una pelicula gruesa de cobre; 6 remocion de la fotorresina del molde; 7 ataque
quimico himedo de la capa semilla; 8 remocion de la capa de sacrificio y desprendimiento de las membranas.

Nota. Adaptado de “Classic Hodking Lymphoma cell enrichment using ‘Dead End’ mechanical filtering”, por M. Felix-
Pozzi y otros, 2022, I1l Brazil-Argentine Microfluidics Congress; VI Congreso de Microfluidica Argentina.

Ataque quimico de la capa semilla

Si bien la fabricacion de las membranas comprende una etapa de ataque quimico de la capa
semilla de cobre y titanio, ésta no es eliminada por completo y puede incluso obstruir parcial o
totalmente algunos poros. El ataque humedo permite remover solamente las zonas que estan
expuestas al atacante, por lo que quedan remanentes de capa semilla debajo de las membranas. Una
vez desprendidas por la remocién de la capa de sacrificio, se obtiene una membrana que de uno de
sus lados atin cuenta con esta capa semilla de cobre y titanio.

Para remover completamente esta capa semilla, se efectu6 un ataque quimico humedo en area
limpia clase 10000, sobre una mesada de ataque (Amerimade Technology Inc.; Estados Unidos).
Primero, se ataco la pelicula de titanio con solucidn de acido fluorhidrico 4,45% en agua desionizada,
hasta que se viera completamente removido. Luego, se atacé ¢l cobre con solucion de acido acético
y peroxido de hidrogeno en agua desionizada, en proporcion 1:1:20. Se monitored el tiempo de ataque
observando los resultados cada cierto intervalo de tiempo en un microscopio Optico, hasta determinar
que se habia removido la capa semilla.
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Recubrimiento de titanio

Dada la citotoxicidad del cobre, se estudid la posibilidad de recubrir las membranas
microporosas con peliculas densas de materiales biocompatibles. La alternativa escogida fue la
evaporacion térmica de titanio, dado que este metal genera de forma natural una capa de 6xido
compacta y biocompatible.

Para ello, se montaron dos filtros en el soporte de una evaporadora (Univex 450 B; Oerlikon
Leybold Vacuum GmbH; Alemania) y se depositod por evaporacion por haz electronico en vacio una
capa de 100 nm de titanio puro sobre una de las caras de los filtros. Se desmont6 el soporte y se lo
montd nuevamente, para luego depositar el mismo espesor de titanio en la otra cara del filtro. Esto se
hizo dos veces: una con membranas que no habian sido sometidas al ataque quimico de la capa semilla
y otra con membranas a las cuales se les habia removido la capa semilla.

3.1.3. Membranas de niquel

El procedimiento para la fabricacion de membranas de niquel por electroplating es similar al
descrito para las membranas de cobre, motivo por el cual aplica el esquema de la Figura 10, con la
salvedad de que en el paso 5 se hace crecer una pelicula gruesa de niquel.

Preparacion de muestras

Se utilizaron cuartos de oblea obtenidos por el clivaje de obleas de silicio <100 en cuatro
fragmentos aproximadamente iguales con una punta de diamante. Se los limpi6é con isopropanol,
luego con agua desionizada y se los seco con nitrogeno. Se les depositd por spin coating a 4000 rpm
una capa de 1,8 pm de espesor de fotorresina AZ 1518 (AZ Electronic Materials; Merck KGaA;
Alemania) como capa de sacrificio. Dicha capa de sacrificio fue precocida a 100 °C por 45 s,
rehumidificada durante 4 min y, para mejorar la estabilidad durante las etapas posteriores de la
fabricacion, se le realizo un endurecimiento (hard bake) de 5 min a 115 °C. Posteriormente, se
depositd por magnetron sputtering (ATC-Orion 5 UHV; AJA International, Inc.; Estados Unidos)
una capa de 35 nm de espesor de titanio, para mejorar la adherencia, y otra de 250 nm de espesor de
cobre para que actie de capa semilla, propiciando la conduccion eléctrica para que crezca la pelicula
de niquel.

Encima de la capa semilla se depositod por spin coating a 1200 rpm una capa de 12 pm de
espesor de fotorresina AZ 9260 (AZ Electronic Materials; Merck KGaA; Alemania). Esta fotorresina
positiva permite obtener el molde del electroplating por fotolitografia. Se efectudé un tratamiento
térmico de precocido a 110 °C durante 3 min y se dejo la pieza protegida de la luz durante al menos
25 min para su rehumidificacion. Se expuso la muestra a la luz UV durante 40 s a través de la
fotomascara de la Figura 9, de modo que en el cuarto de oblea resultan 4 membranas completas, 3
membranas partidas y dos contactos eléctricos. Se efectud el revelado en una solucion de revelador
AZ 400 K (AZ Electronic Materials; Merck KGaA; Alemania) 1:4 en agua desionizada, durante un
tiempo aproximado de 3,5 min.

Deposito electroquimico (electroplating)

Para el electroplating se utilizé una solucion comercial de sulfato y cloruro de niquel (Nickel
S210; GC Tech; Argentina), a la cual se le agregd abrillantador (Aditivo S210-81; GC Tech;
Argentina), nivelador (Aditivo S210-55; GC Tech; Argentina) y humectante (Aditivo S210-26; GC
Tech; Argentina). Ademads, se le adiciond acido borico como buffer. Para fabricar el bano de
electroplating se agregd a un vaso de precipitados de 2 L: 1,5 L de solucion de sulfato y cloruro de
niquel, 40 mL de abrillantador, 80 mL de nivelador, 160 mL de humectante y 26,8 g de acido borico.
Luego, el vaso de precipitados fue colocado sobre una placa calefactora a 45 °C y con agitacion
magnética del orden de las 400 rpm.

Como anodo se utilizo una chapa de niquel de 100 x 100 x 0,5 mm a la cual se le sold6 un
cable de cobre para conectar a la corriente eléctrica. Como catodo se conectd el cuarto de oblea de
silicio. Para el soporte de los electrodos dentro del electrolito se utilizaron piezas impresas en 3D por
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extrusion de filamento polimérico, que permitieron la correcta orientacion de los electrodos (paralelos
y enfrentados) y una separacion entre éstos de 40 mm. El soporte también comprende la conexion
eléctrica del catodo, que inicialmente fue un alambre de cobre revestido pero posteriormente se lo
reemplazd por dos chapas de cobre para mejorar la distribucién del campo eléctrico. El arreglo
experimental utilizado se muestra en la Figura 11. La corriente eléctrica entre electrodos fue impuesta
por una fuente de corriente continua (HY3005-3; Quail Electronics, Inc.; Estados Unidos), segun la
densidad de corriente requerida para el deposito.

(a)

Figura 11. (a) Fotografia del arreglo experimental utilizado para el depdsito electroquimico (electroplating) de niquel.
(b) Modelo del soporte utilizado para el deposito sobre un cuarto de oblea de silicio, con dos contactos eléctricos de cobre.

Para determinar la corriente aplicada en funcién de la densidad de corriente requerida, se
estimo el area expuesta de capa semilla a partir del disefio de la fotomascara (Figura 9), la cual resulto
ser de 0,096 dm?>.

Para determinar el rendimiento del electrolito se prepararon muestras con el procedimiento
descrito anteriormente a excepcion de la capa de sacrificio. Se efectuo el deposito durante un tiempo
y a una densidad de corriente determinados, se removi6 el molde de fotorresina por inmersion de la
muestra consecutivamente en acetona, isopropanol y agua desionizada y se midié el espesor
depositado en varios puntos de la muestra por interferometria de barrido vertical con un perfildémetro
optico (Wyko NT1100; Veeco Instruments, Inc.; Estados Unidos). El cociente entre el espesor
medido y el espesor teorico de un deposito ideal da como resultado el rendimiento del electrolito, el
cual resulto ser de un 50%. Usualmente, al medir por perfilometria dptica, debe tenerse en cuenta el
error introducido al medir en superficies de materiales con indices de refraccion disimiles. En este
caso dicho error fue desestimado al comprobarse que la medicion era suficientemente representativa.

El depodsito de niquel tiende a agrietarse y quebrarse si la velocidad de depdsito no es
adecuada. Luego de algunas pruebas, se eligié una densidad de corriente de 0,95 A/dm?, por lo que
se configurd la fuente para entregar 91 mA, y se efectud el depdsito durante 72 min, de modo de
obtener un espesor de 7 um, tal como indica la ecuacion presentada en la seccion 2.5.3.

Ataque quimico y desprendimiento de las membranas

Luego de efectuado el electroplating de las membranas de niquel, se removi6 el molde de
fotorresina por inmersion de la muestra consecutivamente en acetona, isopropanol y agua
desionizada. El procedimiento no se completd por motivos que se explican en la seccion 4.1.2. Sin
embargo, a continuacion, debio efectuarse un ataque quimico hiimedo para remover la capa semilla.
Primero, soluciéon de acido acético y perdxido de hidrogeno en agua desionizada, en proporcion
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1:1:20, para atacar el cobre; y, luego, solucion de acido fluorhidrico 4,45% en agua desionizada, para
atacar el titanio. Finalmente, debi6 hacerse una nueva inmersion en acetona para remover la capa de
sacrificio y desprender las membranas de niquel de la oblea.

3.1.4. Membranas de fotorresina

Fotorresina SU-8

La SU-8 es una fotorresina epoxidica negativa, disefiada para aplicaciones permanentes en las
que se forma el patrdn, se cura y se deja la resina en el dispositivo. La formulacién comprende un
monoémero con 8 grupos epoxido; un solvente, que puede ser y-butirolactona (familia SU-8 estandar)
o ciclopentanona (familias SU-8 2000 y 3000); y hexafluoroantimoniato de triarilsulfonio como
fotoiniciador. Las estructuras quimicas de estos compuestos se muestran en la Figura 12. La
biocompatibilidad de esta fotorresina resulta controversial por la presencia de las sales de antimonio;
sin embargo, evidencias en bibliografia indican que la resina SU-8 seria citocompatible y que la
lixiviacion de dichas sales seria minima y su efecto, comparable al de solucion salina comun (Nemani,
Moodie, Brennick, Su, & Gimi, 2013).

Las fotorresinas SU-8 poseen bajo mddulo elastico y alta tension de fluencia, lo que permite
su utilizacion como dispositivos independientes (standalone devices), es decir sin estar adherida a un
sustrato. Un ejemplo de esta aplicacion es la fabricacion de una valvula microfluidica apilando discos
de 100 um de espesor de SU-8 2100 por Nguyen y colaboradores (2003). Sin embargo, al ser un
material flexible se requerira una seccion resistente mayor que la de un material metalico para evitar
grandes deflexiones, lo que se traduce en un mayor espesor para la membrana microporosa.
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Figura 12. Estructura quimica de los componentes de la fotorresina SU-8: (a) monémero de SU-8 propiamente dicho; (b)
ciclopentanona o (c) y-butirolactona como solvente; y (d) sales hexafluoroantimoniato de triarilsulfonio como agente
fotoiniciador.

Se efectué una prueba de concepto de la fabricacion por fotolitografia de membranas
microporosas de fotorresina SU-8 2005 (MichoChem Corp.; Nippon Kayaku Co., Ltd.; Japon), que
permite obtener capas de espesores de entre 4 y 7,5 pum aproximadamente. Para ello, primero se tom6
una oblea de silicio de 4 pulgadas de diametro y se depositd sobre ella por spin coating a 2000 rpm
un espesor de 2,5 um de fotorresina positiva AZ 1518 como capa de sacrificio. Luego de un precocido
de 50 s a 100 °C y una rehumidificacion de 5 min, se depositd por spin coating a 2500 rpm una capa
de 7,5 um de SU-8 2005, la cual fue precocida a 95 °C por 2 min, expuesta a la luz UV durante 10,5
s a través de la fotomascara de la Figura 9. Se efectud un poscocido a 95 °C por 3 min y un revelado
en lactato de etilo durante 90 segundos. Finalmente, se llevaria a cabo la remocion de la capa de
sacrificio en AZ 400K, pero esto no se pudo realizar, como se explica en la seccion 4.1.3.

Fotorresina AZ 125nXT

Ante la falta de disponibilidad de fotorresina SU-8 para grandes espesores, se acudid a otra
fotorresina que si cumple este requerimiento como es la resina fenolica AZ 125nXT, pero que no esté
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disefiada en principio como resina permanente, sino que suele usarse como modelo para moldeo de
resinas elastoméricas, principalmente PDMS.

Se efectuaron pruebas de fabricacion por fotolitografia de membranas microporosas de
fotorresina AZ 125nXT-10A (AZ Electronic Materials; Merck KGaA; Alemania), que permite
obtener capas de espesores de entre 30 y 120 um aproximadamente. Se hicieron tres pruebas, cuyo
procedimiento es similar al explicado para la resina SU-8. En dos de los casos, se depositod por spin
coating a 2000 rpm una capa de sacrificio de 2,5 um de resina AZ 1518, una con un tratamiento de
precocido de 90 s a 110 °C y otro con un endurecimiento (hard bake) de 60 s a 160 °C. En el tercer
caso, se depositd por spin coating a 2400 rpm una capa de sacrificio de 9 um de resina AZ 9260, con
un tratamiento de precocido de 3 min a 110 °C. Posteriormente, se depositd a 2400 rpm una capa de
50 um de AZ 125nXT-10A, la cual fue precocida por 12 min a 110 °C, expuesta a la luz UV por
177,7 s através de la fotomdscara de la Figura 9, y revelada en AZ 826 MIF (AZ Electronic Materials;
Merck KGaA; Alemania) durante un tiempo estimado de 3 minutos. Por tltimo, se sumergio la oblea
en AZ 400K para remover la capa de sacrificio.

3.2. Procedimientos de cultivo celular

El DMNT cuenta con un laboratorio de cultivo celular equipado con una incubadora de CO>
(Forma Direct Heat 321; Thermo Fisher Scientific, Inc.; Estados Unidos), una cabina de seguridad
bioldgica (Thermo Scientific 1300 Series A2, Class II; Thermo Fisher Scientific, Inc.; Estados
Unidos), una centrifuga (Sorvall ST 16R; Thermo Fisher Scientific, Inc.; Estados Unidos) y un
microscopio optico y de fluorescencia (Eclipse TS100F; Nikon Corporation; Japén) con camara
(Micrometrics 891CU; Accu-Scope, Inc.; Estados Unidos).

Los protocolos de cultivo celular seguidos surgen como combinacion de la experiencia previa
del grupo de trabajo, las indicaciones del Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo” y el manual de
técnicas de cultivo celular de ECACC y Merck (2018).

3.2.1. Linea celular L-1236 y caracterizacion funcional de la unidad filtrante

Para evaluar la efectividad de la unidad filtrante como dispositivo de clasificacion celular se
trabajo con la linea celular L-1236 de linfoma de Hodgkin clasico humano, la cual fue proporcionada
por el Departamento de Biologia Celular del Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo” y se encontraba
al inicio del presente trabajo criopreservada en nitrogeno liquido. Se trata de una linea celular que
crece en suspension.

El medio de cultivo celular utilizado se prepard como se indica a continuacion. Por cada 1 L
de agua desionizada estéril se disolvio: 10,4 g de medio RPMI 1640 en polvo (Gibco 31800-022;
Termo Fisher Scientific, Inc.; Estados Unidos); 2 g de bicarbonato de sodio (Biopack; Sistemas
Analiticos S. A.; Argentina) como buffer y 2 mL de gentamicina (Gentapharma; Laboratorio
Internacional Argentino S. A.; Argentina) como antibiotico. Se esterilizo la solucion por filtrado a
través de poros de 0,22 pm de didmetro. Por ultimo, se le agregd FBS estéril (Suermer; Internegocios
S. A.; Argentina) en un 20% V/V y se llevo a pH fisioldgico con acido clorhidrico 2 N estéril (medio
de cultivo completo).

El mantenimiento del cultivo celular se efectud en incubadora a 37 °C en atmdsfera himeda
con 5% COa.

Descongelamiento de células

Se prepar6, primero, un tubo de centrifuga con 10 mL de medio sin suero y se llevo a 37 °C
en bafio de agua. Se tomo un criotubo del tanque de nitrogeno liquido y se colocd en un bafio de agua
a 37 °C hasta su descongelamiento. Se coloco el contenido del criotubo en el tubo de centrifuga con
medio de cultivo, se agitd suavemente para homogeneizar y se centrifugé a 1500 rpm (~ 380 g)
durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante, se agregaron 5 mL de medio de cultivo completo y se
resuspendieron las células pipeteando repetidamente. Por ultimo, se coloco en un frasco de cultivo
celular T-25 y se incub6 en incubadora a 37 °C.
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Mantenimiento de células

La actividad celular produce agotamiento del medio de cultivo, lo que se evidencia a través
de su acidificacion (coloracién amarillenta). El medio RPMI 1640 contiene rojo de fenol como
indicador, con lo cual el color 6ptimo del medio es rosa-anaranjado. Un color naranja-amarillento
indica la necesidad de renovar el medio de cultivo. Para ello, la suspension celular se trasvasoé de los
frascos de cultivo a uno o mas tubos de centrifuga, segin la cantidad de suspension celular, y fue
centrifugada a 1000 rpm (~ 170 g) durante 5 min. Se removio el sobrenadante y se reemplazo por
medio de cultivo completo fresco. Se resuspendieron las células pipeteando repetidamente y se
devolvi6 a los frascos de cultivo, que fueron incubados. Este proceso se efectuo6 entre 2 y 3 veces por
semana.

Una vez a la semana se realiz6 la cuantificacion de la suspension celular, es decir, la
determinacion de la concentracion de células. Para ello, se utilizd una camara de Neubauer o
hemocitémetro (Boeckel & Co. GmbH & Co. KG; Alemania), que se trata de un portaobjetos con
dos zonas ligeramente deprimidas en cuyo fondo se encuentra marcada una cuadricula de dimensiones
conocidas. Se colocan dos gotas de agua en los margenes de la cdmara y se la cubrid6 con un
cubreobjetos, que se adhiere por tension superficial. Por otro lado, se tomd una alicuota de 50 pL. de
la suspension celular y se la diluy6 con 50 pL de azul de tripan 0,4%, un pigmento que tifie las células
muertas, pero no las vivas. Se cargaron las zonas deprimidas con 10 pL de suspension celular cada
unay se llevé al microscopio Optico para efectuar el conteo de las células vivas (viables) y las células
muertas (no viables) en cada zona de la camara.

La cuadricula marcada en cada zona de la cdmara de Neubauer cuenta con cuatro cuadrantes
de 1 mm de lado, y la distancia entre ésta y el cubreobjetos es de 0,1 mm. Por lo tanto, del promedio
de células contadas por cuadrante y considerando el factor de dilucion 2 y el volumen de la cdmara,
puede obtenerse la concentracion de células viables y no viables en la suspension:

# total células vivas

Células viables [mL™1] = -2-10.000
# cuadrantes

) # total células muertas
Células no viables [mL™1] = -2-10.000
# cuadrantes

Luego, la viabilidad puede calcularse como el cociente entre las células viables y el total de células
contadas:

Viabilidad [%] Células viables 100%
iabilida = .
0 Células viables + Células no viables 0

A partir de la concentracion de células viables obtenida, en una operacién de cambio de medio
de cultivo, para la linea celular L-1236 se ajust6 el volumen de medio fresco adicionado en cada
renovacion, de modo tal que la concentracion de células viables del cultivo se mantenga entre 300 y
500 mil células por mL.

Distribucion de tamarios celulares

Se llevo a cabo una evaluacion de la distribucion de tamafios de las células de la linea L-1236
con el objetivo de determinar la reduccion de seccion transversal a la cual serian sometidas las células
durante el filtrado y correlacionarla con la velocidad de deformacién o el caudal aplicado; vy,
eventualmente, definir la necesidad de un redisefio del filtro con un didmetro de poro mayor. Para
ello, se tomaron 13 micrografias a 200x en diferentes zonas de una botella T-25 con 5 mL de
suspension celular y se midi6 el didmetro de las células que se encontraron bien definidas en las
imagenes, como se muestra en la Figura 13, contabilizando un total de 551 mediciones.
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Figura 13. Micrografia a 200% del cultivo de la linea celular L-1236, a la cual se le han superpuesto las mediciones
efectuadas de diametro de célula. Como ésta, se han tomado otras doce micrografias en las que se contabiliza un total de
551 células medidas.

Caracterizacion funcional de la unidad filtrante

Se efectud un ensayo de caracterizacion funcional de la unidad filtrante utilizando una
membrana de cobre recubierta con titanio, de 10 um de diametro de poro, jeringas de S mL y 12 mm
de didametro con pico Luer-Lok y una bomba de jeringas (Harvard Apparatus PHD ULTRA; Harvard
Bioscience, Inc.; Estados Unidos).

Se llevaron a cabo cuatro filtrados de la linea celular L-1236. Dos de ellos comparando
diferentes medios de filtrado a igualdad de caudal: medio de cultivo RPMI sin suero y buffer FACS
(solucion de EDTA 0,5 mM y FBS 1% V/V en PBS libre de Ca>*~Mg?*) a un caudal de 150 pL/min.
Esto se hizo para evaluar una posible mejora en el filtrado por accion del EDTA, que rompe los
enlaces intercelulares. La eleccion del caudal para esta comparacion estuvo relacionada con la
experiencia previa del equipo del proyecto FiCelTAr. Luego, se efectuaron dos filtrados mas en
medio de cultivo RPMI sin suero tomando diferentes caudales, arbitrariamente por encima y por
debajo del primer valor: 90 y 190 uL/min, para evaluar el efecto de la velocidad de deformacién en
el filtrado. Se procedi6é como se indica a continuacion.

1. Se esterilizaron las mordazas, la carcasa roscada y los O-rings de la unidad filtrante por
calor himedo en autoclave (Ficoinox SL 9000 L; Bergmann S.A.C.1.; Argentina) a 121
°C durante 15 min.

2. Se colocd la membrana microporosa en una placa de Petri de 60 mm con etanol 70% en
agua desionizada para su sanitizacion. Luego de 15 min, se removio la membrana y se
la dejo secar al aire dentro de la cabina de seguridad biologica.

3. Se mont6 la unidad filtrante, colocando los O-rings en las mordazas, ubicando la
membrana entre medio de éstos y apretando la carcasa roscada.

4. Se efectud la cuantificacion del cultivo celular, tal como se indicd anteriormente, y se
diluyé de modo tal de obtener una concentracion de alrededor de 300 mil células por
mL.

5. Se tomaron 500 puL de dicha suspension celular y se colocaron en una placa de Petri de
60 mm de diametro. Se adiciond 2,5 mL de medio de filtrado (ya sea RPMI sin suero o
buffer FACS) y se resuspendio pipeteando repetidamente, obteniendo asi 3 mL de
suspension celular a una concentracion de 50 mil células por mL.

6. Se tomo la suspension celular aspirando con una jeringa, que actud de reservorio de la
suspension celular. Dicha jeringa se rosco a la mordaza inferior.
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7. Se removi6 el émbolo de otra jeringa y se la roscé a la mordaza superior, para que actie
como receptora de la suspension celular filtrada.

8. Se coloco el dispositivo a través de la jeringa reservorio en la bomba de jeringas. Se
program6 la bomba de jeringas para que inyecte el caudal definido (90, 150 o 190
uL/min dependiendo el caso) y se dio inicio al filtrado de la suspension celular.

9. Una vez finalizado el filtrado, se quito el dispositivo de la bomba de jeringas y se vertio
el contenido de la jeringa receptora en una placa de Petri de 60 mm, rotulada como
“suspension filtrada”.

10. Se removieron ambas jeringas de sus respectivas mordazas y se descartaron.

11. Para recuperar las células retenidas en el filtro, se cargd una nueva jeringa con 3 mL de
medio completo fresco y se la rosco a la mordaza superior.

12. Se removi6 el émbolo de otra jeringa y se la rosc6 a la mordaza inferior, para que actlie
como receptora de las células retenidas.

13. Se coloco el dispositivo a través de la jeringa con medio fresco en la bomba de jeringas.
Se program¢ la bomba de jeringas para que inyecte un caudal de 150 uL/min y se dio
inicio a la recuperacion de las células retenidas.

14. Una vez finalizada la recuperacion, se quito el dispositivo de la bomba de jeringas y se
vertid el contenido de la jeringa receptora en una placa de Petri de 60 mm, rotulada
como “recuperacion”.

15. Se removieron ambas jeringas de sus respectivas mordazas y se descartaron.

16. Se observaron ambas placas de Petri en el microscopio optico.

3.2.2. Linea celular MCF-7 y citocompatibilidad de los materiales utilizados

Para evaluar la citocompatibilidad de los materiales utilizados para la unidad filtrante se
trabajo con la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama humano, la cual fue proporcionada
por el Laboratorio de Nanomedicina de la CNEA en dos placas de Petri de 100 mm. Se trata de una
linea celular que crece adherida en monocapa, lo que simplifica el procedimiento del ensayo de
citocompatibilidad efectuado, al evitar pasos adicionales de centrifugado de placas.

El medio de cultivo celular utilizado se prepard como se indica a continuacion. Por cada 1 L
de agua desionizada estéril se disolvio: 6,7 g de medio DMEM en polvo (Gibco 12100-046; Termo
Fisher Scientific, Inc.; Estados Unidos); 5,3 g de mezcla de nutrientes F-12 de Ham (Gibco 21700-
075; Termo Fisher Scientific, Inc.; Estados Unidos); 2,44 g de bicarbonato de sodio (Biopack;
Sistemas Analiticos S. A.; Argentina) como buffer y 2 mL de gentamicina (Gentapharma; Laboratorio
Internacional Argentino S. A.; Argentina) como antibiotico. Se esterilizo la solucion por filtrado a
través de poros de 0,22 pm de didmetro. Por ultimo, se le agregd FBS estéril (Suermer; Internegocios
S. A.; Argentina) en un 10% V/V y se llevo a pH fisioldgico con acido clorhidrico 2 N estéril (medio
de cultivo completo).

El mantenimiento del cultivo celular se efectud en incubadora a 37 °C en atmdsfera himeda
con 5% COa.

Mantenimiento de células

En este caso, el proceso de renovacion del medio celular por agotamiento no requiere pasos
de centrifugado adicionales, pues las células permanecen adheridas a la placa de cultivo. El cambio
de medio celular se efectud a diario.

Ahora bien, cuando la confluencia, es decir, la relacion entre area cubierta por células y area
total de la placa de cultivo, superd el 70% aproximadamente, debié efectuarse una operacion de
repique. Para ello, se removié el medio de cultivo por pipeteo, se lavo con PBS libre de Ca?>*~Mg?** y
se desprendieron las células de la placa adicionando solucion de tripsina 0,1% V/V y EDTA 1 mM
en PBS libre de iones Ca?>*~Mg?". La tripsina rompe los enlaces entre las células y el plastico, mientras
que el EDTA rompe los enlaces intercelulares. Luego de esto se adicion6 medio de cultivo con suero,
de modo que el volumen de SFB igualase o superase al de solucion de tripsina/EDTA, para
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neutralizarla. En esta instancia, se obtuvo una suspension celular que pudo ser fraccionada y
trasvasada a otras placas; y que también permitid efectuar operaciones de cuantificacién con un
hemocitémetro, como se explicod anteriormente para la linea celular L-1236.

Ensayo de citotoxicidad

Para la evaluacion de la citotoxicidad de los diferentes materiales utilizados se efectuaron
ensayos MTT, que permitieron medir la actividad metabodlica celular luego de la exposicion a
determinados materiales. E1 MTT es una sal de tetrazolio amarilla, cuya estructura quimica se observa
en la Figura 14a. Al interactuar con un cultivo celular, las enzimas deshidrogenasas y reductasas de
las células viables reducen el tetrazolio a su correspondiente formazan, de color azul-violaceo e
insoluble en agua, cuya estructura quimica se observa en la Figura 14b.

O - O
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Figura 14. Estructuras quimicas del MTT o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5,-difenil-2H-tetrazolio (a) y su
correspondiente formazan (b).

Los materiales ensayados fueron: (1) porcion de membrana de cobre, (2) porcion de
membrana de cobre recubierta con titanio, (3) fragmentos de niquel producidos por electroplating,
(4) chapa de aluminio (ver Figura 15). La cantidad utilizada de cada material se eligié en concordancia
con la relacion entre area expuesta del material y volumen de medio encontradas durante una
operacion de filtrado. Se expuso el cultivo celular a los diferentes materiales y se midi6 la absorbancia
a uno y cinco dias (24 y 120 h) desde la exposicion, procediendo como se indica a continuacion.

1. Se sembraron dos placas P24 con cultivo de la linea celular MCF-7 a razén de 15.000
células con 1 mL de medio celular completo por pocillo. Se las incubd a 37 °C el tiempo
suficiente para asegurar la formacién de una monocapa de células adherida al fondo de
cada pocillo (aprox. 24 horas).

2. Se colocaron los materiales en 4 placas de Petri de 60 mm con etanol 70% en agua
desionizada para su sanitizacion. Luego de 15 min, se removieron los materiales y se
los dej6 secar al aire dentro de la cabina de seguridad biologica.

3. Se colocaron los materiales en 4 placas de Petri de 100 mm con 15 mL de medio de
cultivo DMEM/F-12 sin FBS. Se dejo las placas a temperatura ambiente sobre un
agitador orbital (OS-100; Hangzhou Allsheng Instruments Co., Ltd.; China) a 50 rpm
durante 3,5 horas, para generar un medio de cultivo condicionado por la interaccion con
el material.

4. Se tomo el medio de cultivo condicionado de las placas de Petri y se lo almacen6 en
tubos de centrifuga.

5. Seremoviod el medio de cultivo de cada pocillo de las placas P24 y se lo reemplazé con
500 uL de medio condicionado, a razon de 5 pocillos para cada material y 4 para control
(con medio de cultivo no expuesto a cualquiera de los materiales). Se lo dejé 3,5 horas
a temperatura ambiente, se removio el medio condicionado y se lo reemplazé con medio
completo fresco. Se incubaron las placas a 37 °C.

6. Luego de 24 h, se tomo una de las placas P24, se removié el medio de cultivo y se agregd
a cada pocillo 500 pL de solucion de MTT (Sigma-Aldrich; Merck KGaA; Alemania)
4 mg/mL en PBS libre de Ca**~Mg** y medio DMEM/F-12 1:9. Posteriormente, se
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incub6 a 37 °C durante 3 horas. Se efectud el mismo procedimiento en 4 pocillos de otra
placa P24 sin células para control del método. EIl MTT es sensible a la luz, con lo cual
se trabajo en la oscuridad o bien con cubiertas de papel aluminio.

7.  Se removi6 el medio de cultivo con MTT de cada pocillo, se lavdé con PBS libre de
Ca?>*~Mg?" y se adiciond 700 pL de DMSO a cada pocillo. Se agito la placa en el
agitador orbital a 50 rpm durante 15 minutos para solubilizar los cristales de formazan.

8. Se transfirieron 3 alicuotas de 200 uL del contenido de cada pocillo a sendos pocillos
de una placa P96. Con un lector de placas (DTX 880 Multimode Detector; Beckman
Coulter, Inc.; Estados Unidos), se midio la absorbancia de cada pocillo a 595 nm.

9. Luego de 120 h de la exposicion de las células al medio condicionado, se repitieron los
pasos 6 a 8 con la otra placa P24.

Cuanto mayor sea la concentracion de formazan, mas intenso serd el color y, por lo tanto,
mayor serd la absorbancia. La cantidad de formazan producido es directamente proporcional al
niamero de células viables en el cultivo, con lo cual puede determinarse la viabilidad de cada
suspension. Comparando dicha viabilidad con aquella de la suspension celular control, en las dos
mediciones efectuadas a tiempos diferentes, puede estimarse la citocompatibilidad de los materiales
ensayados.
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Figura 15. Muestras utilizadas para el condicionamiento de medio de cultivo en el ensayo de citocompatibilidad en placas
de Petri de 100 mm de diametro, de izquierda a derecha: aluminio, cobre, cobre/titanio y niquel.

3.3. Rediseiio de la unidad filtrante

En conjunto con el equipo del proyecto FiCelTAr se hizo un redisefio de la unidad filtrante
para mejorar su eficiencia y su biocompatibilidad. Se plantearon dos propuestas: (1) orientada a
investigacion y desarrollo, principalmente en clasificacion celular, que mantiene el sistema de filtrado
con jeringas y una microbomba, pero contiene una camara de filtrado polimérica practicamente inerte
a la suspension celular; y (2) orientada a diagnoéstico clinico de CTC en sangre, que propone un
sistema de filtrado alternativo por centrifugacion, también conteniendo una camara polimérica
citocompatible.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Fabricacion de membranas microporosas

4.1.1. Membranas de cobre recubiertas con titanio

En la Figura 16 se observan fotografias tomadas posteriormente al proceso de recubrimiento
de las membranas con titanio por evaporacion por haz electronico. A simple vista, el recubrimiento
parece uniforme. Sin embargo, observandolo al microscopio Optico se detectan sitios en los que el
cobre no ha sido recubierto o bien se ha desprendido la pelicula de titanio, como se observa en la
Figura 17. Dichas fallas en el recubrimiento se concentran particularmente en la cara de la capa
semilla y no tanto en la cara del electroplating.

(a) (b)

Figura 16. (a) Fotografia de dos membranas de cobre en el montaje de la evaporadora, luego de haber sido recubiertas
con una pelicula de titanio de 100 nm de espesor. (b) Fotografia de dos membranas de cobre, una sin recubrir y otra
recubierta de titanio (sefialada con una flecha).

Se efectud un andlisis por microscopia electronica de barrido y haz de iones focalizados
(Quanta 3D FEG dual-beam SEM FIB; Field Electron and Ion Company; Estados Unidos) de una
membrana de cobre recubierta con titanio. Se trat6 de una membrana a la cual no se le habia removido
el remanente de capa semilla por ataque quimico. Se removi6 una porcion rectangular de la membrana
con el haz de iones focalizados y se observo la seccion transversal resultante (Figura 18a, Figura 18b).
Asimismo, se efectud un andlisis de espectroscopia de energia dispersiva para evidenciar la presencia
de cobre y de titanio (Figura 18c, Figura 18d). Se ve que la capa de titanio no solo no recubre el
interior de los poros, sino que también se encuentra obstruyéndolos. Esto posiblemente se deba a la
presencia de remanentes de la capa semilla, motivo por el cual se efectu6 el ataque quimico de otras
dos membranas y se repitid el proceso de recubrimiento. Sin embargo, no fue posible el analisis por
microscopia electronica de estas ultimas dado que el equipo fue inhabilitado por tareas de
mantenimiento.

Por ultimo, cabe mencionar que luego de la utilizacion de una membrana de cobre recubierta
con titanio en ensayos de caracterizacion funcional de la unidad filtrante (ver secciones 3.2.1 y 4.3),
se observo el desprendimiento de la pelicula de titanio en la zona de contacto con el O-ring, quedando
el titanio adherido a éste, como puede verse en la Figura 19. Ello sugiere una adherencia deficiente
del deposito realizado.

39



(2

Figura 17. (a). Micrografia optica de la membrana de cobre en la cara del electroplating luego del ataque quimico y antes
del recubrimiento de titanio; 500%. (b) Micrografia dptica de la membrana de cobre en la cara de la capa semilla luego
del ataque quimico y antes del recubrimiento de titanio; 200%. (¢) y (d) Micrografias opticas de las membranas en la cara
del electroplating, en la cual se observa un deposito relativamente uniforme; 50x y 200%, respectivamente. (e) y (f)
Micrografias opticas de las membranas en la cara de la capa semilla, en la que se observan sitios de cobre no recubierto;
50x y 100x, respectivamente. (g) Detalle de un sitio no recubierto; 200x. (h) Detalle de un desprendimiento de la capa de
titanio; 200x.
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Figura 18. (a) Seleccion del area a remover con el haz de iones focalizados. (b) Micrografia electronica de la membrana
de cobre recubierta con titanio, en las que se observa la seccion removida. (¢) Mapeo por espectroscopia de energia
dispersiva de cobre L en la seccion marcada con un rectangulo amarillo en la Figura 18b. (d) Mapeo por espectroscopia
de energia dispersiva de titanio K en la seccion marcada con un rectdngulo amarillo en la Figura 18b; se observa la
obstruccion del poro donde indica la flecha azul y el no recubrimiento de su pared interior, donde indica la flecha blanca.

Figura 19. Fotografia de las mordazas de la unidad filtrante, en cuyos O-rings se evidencia el desprendimiento de la capa
de titanio.

En resumen, la pelicula de titanio no recubrié completamente la superficie de la membrana de
cobre ni el interior de los poros, produjo obstruccion de éstos y su adherencia no fue adecuada para
la aplicacion buscada. Estos resultados motivan a pensar que el depdsito de titanio por evaporacion
por haz electronico sobre las membranas de cobre no es un método 6ptimo para evitar el contacto del
material citotoxico (cobre) con la suspension celular y, por lo tanto, es necesario buscar alternativas
de materiales y procesos.

41



4.1.2. Membranas de niquel

Los primeros procesos de electroplating que se hicieron sobre obleas de prueba para medir el
rendimiento del electrolito con el soporte de un contacto resultaron insatisfactorios, puesto que el
deposito no era uniforme en espesor, habiendo diferencias de varios micrones entre diferentes zonas
de una misma membrana. Ademads, se observaron zonas en las cuales no habia depodsito alguno.

Luego del rediseno del dispositivo de modo tal que contase con dos contactos eléctricos, se
obtuvieron resultados favorables, como se observa en la Figura 20. La observacion microscopicay el
analisis por perfilometria dptica permitieron confirmar la presencia y definicion de los poros, que se
encuentran en su mayoria libres, no obstruidos. La pelicula depositada resultdo ser de espesor
ligeramente inferior al esperado de 7 um, pero con una buena uniformidad en cada membrana, tal
como se observa en la Tabla 3.

(b)

(c) (d)

Figura 20. (a) Fotografia de una muestra de prueba de electroplating de niquel. (b) Micrografia a 200x de la membrana
en la que se observan los poros y la estructura de granos de crecimiento electroquimico en el borde de la membrana. (c)
Micrografia a 500 en la que se observa un detalle de los poros. (d) Analisis tridimensional por perfilometria 6ptica de
una region de la zona microporosa de la membrana.

Espesor (um)
Membrana 3 4 Media Desv. est.
A 6,12 6,42 6,94 7,91 6,84 0,78
B - 6,27 6,60 6,41 6,42 0,16
C 6,72 6,20 7,25 7,39 6,89 0,54
D 7,84 6,29 6,51 5,25 6,47 1,06

Tabla 3. Datos de espesor de la capa electrodepositada, medidos en una oblea de prueba, en los sitios que se indican en
la Figura 20a.
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En cuanto a las muestras finales, con capa de sacrificio para permitir el desprendimiento de
las membranas, el deposito resultd aparentemente similar a los obtenidos en las obleas de prueba. Sin
embargo, la inmersion de éstas en acetona para remover el molde de electroplating resultd en el
desprendimiento y la fragmentacién de las membranas electrodepositadas, como se observa en la
Figura 21. Posiblemente, las tensiones residuales del depdsito fueron demasiado altas, flexionando
las membranas y desprendiendo ligeramente el borde de éstas de la capa de sacrificio. Ante la
inmersion en acetona, ésta se introdujo debajo de los bordes levantados de cada membrana y atacé la
capa de sacrificio en un paso anterior al que deberia haberla atacado. La manipulacioén posterior con
pinzas terminé de fragmentar las membranas desprendidas.
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Figura 21. (a) Fotografia de los resultados de la fabricacion de las membranas de niquel. Se observa la fragmentacion y
el desprendimiento de las membranas de la oblea. (b) Micrografia a 50 de un remanente de membrana que permanecio
adherido a la oblea de silicio.

Dado que las condiciones de proceso eran las mismas que en las obleas de prueba, puede
asumirse que las tensiones residuales en la capa electrodepositada son del mismo orden. Por lo tanto,
el origen del problema pareceria haber sido que la adherencia de la capa semilla depositada por
sputtering a la fotorresina de la capa de sacrificio es suficientemente menor que la adherencia de ésta
ultima a la oblea de silicio.

La destruccion practicamente total de las membranas de niquel imposibilité continuar con los
procesos de fabricacion y también cualquier caracterizacion que pudiera hacerse de las membranas.
Estos resultados parecen indicar que el deposito electroquimico de niquel, al menos en las condiciones
de proceso utilizadas, no es un método apropiado para la fabricacion de dispositivos independientes
(standalone devices), sin adhesion a un sustrato. Debera efectuarse un estudio intensivo del efecto de
la densidad de corriente, el pH y la temperatura en las tensiones residuales de la pelicula.

4.1.3. Membranas de fotorresina

Las pruebas de fabricacion de las membranas microporosas en fotorresina SU-8 2005 tuvieron
resultados relativamente favorables. Durante la inmersion de la oblea en lactato de etilo no solo se
revel6 la SU-8, resultando en la formaciéon de la estructura de las membranas, sino que ademas se
ataco la resina AZ 1518 de la capa de sacrificio, resultando en el desprendimiento de las membranas
de la oblea (Figura 22). Esto ahorr6 un paso en el proceso de fabricacion, al no ser necesaria la
inmersion en AZ 400 K. Sin embargo, por el bajo espesor de fotorresina SU-8, las membranas
resultaron demasiado flexibles y no manipulables. Al intentar recogerlas con una pinza, éstas se
enrollaron sobre si mismas y fue imposible retirarlas del lactato de etilo. Se logrd recuperar una de
estas membranas del lactato de etilo en un portaobjetos, sosteniéndola sobre €ste con dos pinzas al
momento de tomarlas para que no se enrollen. La membrana recuperada es transparente a la vista, lo
que representa una ventaja en cuanto a la aplicacion final de la membrana, dado que permite el anélisis
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y procesamiento de las células retenidas sobre el mismo filtro, sin necesidad de levantarlas o
recuperarlas por flujo inverso. Su observacion micrografica confirmé la presencia de poros bien
definidos, tal como se muestra en la Figura 23.

Figura 22. Fotografia del proceso de revelado de la fotorresina SU-8 2005 en lactato de etilo, en la cual se evidencia el
desprendimiento de las membranas de la oblea de silicio.

(a) (b)
Figura 23. Micrografias de la membrana de SU-8 2005 recuperada en un portaobjetos, aumentos de (a) 50x y (b) 100x.

Los resultados son prometedores para esta ruta de fabricacion, demostrando que seria posible
fabricar las membranas por este método de modo relativamente sencillo. No obstante, la no
disponibilidad de resina SU-8 para espesores mayores imposibilitd la confirmacién de la factibilidad
del proceso.

Por otro lado, todas las pruebas efectuadas con fotorresina AZ 125nXT-10A fueron
desfavorables, no pudiendo desprender las membranas de la oblea. El motivo de esto probablemente
sea la disolucién de esta resina en la de la capa de sacrificio, puesto que tanto la AZ 125nXT como
la AZ 1518 y la AZ 9260 poseen el mismo solvente, acetato de 1-metoxi-2-propanol. No fue posible
evitar el problema con un endurecimiento (hard bake) de la capa de sacrificio ni con un espesor mayor
de ésta. Una posible solucion a evaluar seria la adicion de una capa intermedia que separe fisicamente
ambas resinas, por ejemplo, por evaporacion térmica de aluminio.

4.2.  Citocompatibilidad de materiales

Se muestra en la Figura 24 los resultados del ensayo MTT realizado para evaluar la
citocompatibilidad del aluminio, cobre, cobre recubierto con titanio y niquel; luego de uno y cinco
dias de incubacion posterior a la exposicion del cultivo al medio condicionado por cada material. En
primer lugar, en todos los casos la absorbancia resulta mayor a cinco dias que a un dia, lo cual es
esperable dado que a mayor tiempo de cultivo habria mayor proliferacion celular. El analisis que
brinda informacion sobre la citotoxicidad de los materiales es la comparacion entre materiales a
igualdad de tiempo desde la exposicion.
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A un dia de la exposicion al material, no se observan diferencias significativas en las
absorbancias como para formular un criterio de ordenamiento de los materiales ensayados por
citocompatibilidad. A los cinco dias desde la exposicion, la comparacion entre los diferentes
materiales de la membrana microporosa (cobre, cobre/titanio, niquel) no arroja un resultado
concluyente, pues las absorbancias obtenidas son similares entre ellas y también al ensayo control.
En cambio, si puede hablarse de una aparente tendencia perjudicial del material propio de la unidad
filtrante, el aluminio, cuya absorbancia resultd en principio menor que para los demas materiales.
Debe tenerse en cuenta también que el aluminio es el material de mayor relacion area expuesta a
volumen de medio y, adicionalmente, que la chapa de aluminio evaluada posiblemente no sea de la
misma aleacion que la de la unidad filtrante, pues no fue posible conseguir un fragmento de ésta.

Ahora bien, en todos los casos la gran dispersion de los datos obtenidos, detectable incluso a
simple vista en la placa P24, hace que los errores relativos sean altos. Ademas, llama la atencion que
el ensayo control, sin exposicion a un material, no cuente con la maxima viabilidad celular a uno ni
a cinco dias de la exposicion (considerando los valores de las medias). Esto posiblemente se deba a
la variacion en la cantidad de células iniciales sembradas en cada pocillo de las placas P24, dado que
se presume la uniformidad en la concentracion de células viables en todo el volumen de suspension
celular del que se toman alicuotas para el sembrado, pero esto no necesariamente es de ese modo. Por
lo tanto, debe efectuarse la repeticion del ensayo, idealmente ampliando la cantidad de replicados, y
la reevaluacion de los resultados.

Por otro lado, es importante aclarar que el ensayo realizado fue planteado de modo de evaluar
el efecto indirecto del material sobre las células, es decir, el efecto que los iones metalicos disueltos
en el medio pueden ejercer sobre las células. En una operacién de filtrado, las células en suspension
no solo estan afectadas por los iones metalicos en solucion, sino que ademas aquellas retenidas en la
membrana seran afectadas directamente por el material en un contacto directo, sin un medio
intermediario. También podrian interaccionar con el material de la unidad filtrante antes de ponerse
en contacto con la membrana. En consecuencia, resulta imperioso para la continuacion del andlisis
de citocompatibilidad un ensayo que permita evaluar la viabilidad celular luego de una exposicion
directa célula/material. Para ello, podria modificarse el ensayo realizado efectuando la siembra de las
células directamente sobre el material a ensayar, aunque ello podria requerir un paso posterior de
desprendimiento con tripsina/EDTA que introduciria mayor variabilidad en el ensayo, dado que
podria disminuir la viabilidad celular pero no por efecto de la interaccion con el material.
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Figura 24. (a) Placas P24 luego del ensayo MTT para los cultivos de la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama
expuestos a diferentes materiales (aluminio, cobre, cobre/titanio, niquel, control); luego de un dia (arriba) y cinco dias
(abajo) de incubacion posterior a la exposicion. (b) Absorbancias medidas para cada grupo muestral luego de uno y cinco
dias de la exposicion. La absorbancia es directamente proporcional a la actividad metabolica del cultivo.
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43. Caracterizacion funcional del dispositivo

4.3.1. Distribucion de tamanos de la linea celular L-1236

En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion estadistica del
tamafio de las células de la linea L-1236. La linea azul oscuro representa un ajuste lognormal de
media 2,920 y desviacion estandar 0,252. Dicha distribucion implica un didmetro celular medio de
19,2 um. Suponiendo que las células de Reed-Sternberg representan el 1% del cultivo celular
(Aggarwal & Limaiem, 2022), podria considerarse en primera aproximacion que las células de Reed-
Sternberg son aquellas cuyo didmetro es mayor o igual que 33,3 pum. Esto significa que la linea celular
no es completamente apta para la evaluacion del filtrado como mecanismo de aislamiento de CTC en
sangre, puesto que supera el didmetro sugerido en la seccién 2.2.3 de 11 a 13 pm. Sin embargo,
aunque los resultados no sean extrapolables, la linea celular es 1til para las pruebas de concepto del
dispositivo como clasificador celular y para el aislamiento de las células de Reed-Sternberg.

Dado que el didmetro del poro de las membranas utilizadas fue de 10 um, el objetivo del
filtrado seria lograr una velocidad de deformacion, a través del caudal, tal que permita una reduccion
de la seccion transversal de la célula de al menos un 50% pero menor que el 67%, de modo tal que
los linfocitos comunes atraviesen la membrana pero que las células de Reed-Sternberg permanezcan
retenidas.
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Figura 25. Histograma (a) y diagrama de caja (b) de la distribucion de tamafios de la linea celular L-1236 de linfoma de
Hodgkin clasico.

4.3.2. Ensayos de filtrado

La principal dificultad encontrada durante las pruebas preliminares para poner a punto el
procedimiento fue la tendencia de las células en suspension a agruparse formando cumulos de varias
células. Esto constituye un problema, pues los cimulos constituyen un obstaculo de tamafio mayor al
diametro del poro utilizado para el filtrado, quedando retenidos en la membrana aun cuando se trata
de células que por su tamafio o deformabilidad individual no se desean retener.

La resuspension mecanica por pipeteo tuvo éxito en la disgregacion de los cumulos mas
grandes, de mayor cantidad de células; empero, no resulto eficaz en la disgregacion de los cumulos
pequefios, de menos de seis o siete células. La adhesion célula-célula es mediada por la accion de
cationes calcio (Ca*") y, en menor medida, de otros cationes bivalentes. Para complementar la accion
de la resuspension mecanica, se propuso la utilizacion de un buffer de FACS, que cuenta con EDTA
como agente quelante de Ca?" para debilitar los enlaces intercelulares y disgregar los camulos.

Si bien se detecto la presencia de algunas células de entre 10 y 20 pm de didmetro en la placa
de suspension filtrada en buffer FACS, éstas constituyeron casos muy aislados, siendo la vasta
mayoria de la placa ocupada por fragmentos de células destruidas (Figura 26a). En contraposicion, la
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suspension filtrada en medio RPMI no presentd este problema, observandose pocos fragmentos de
células y el predominio de células enteras, en su mayoria de entre 10 y 30 um de didmetro (Figura
26b). En cuanto a la placa de células recuperadas de la membrana, en ambos casos (Figura 26c¢, Figura
26d) se observo la presencia de caimulos, lo que era esperable para el medio de cultivo RPMI pero no
para el buffer FACS, cuyo uso estaba destinado justamente a evitar esto. Se presume que el buffer
FACS no es tan efectivo para disgregar los cimulos pequeiios en esta aplicacion, posiblemente por
el intervalo de tiempo que transcurre entre la siembra de las células en el buffer FACS y la finalizacion
del filtrado. Ademas, por el pequefio tamafio de muchas células de las que constituyen los cimulos,
se descarta la posibilidad de que el cumulo se haya formado luego del filtrado. Otra observacion
notable, que se condice con lo observado en la placa de suspension filtrada, es que las células mas
grandes se vieron en su mayoria destruidas por las tensiones del filtrado cuando se encontraban en
buffer FACS, incluso aunque no hubieran atravesado la membrana. En cambio, en la recuperacion
del filtrado de células en medio RPMI se observo una buena cantidad de células de entre 35 y 55 pm
en aparentemente buenas condiciones.

(b)

(a) 2 :

Figura 26. (a) Micrografia a 200x de la suspension filtrada en buffer FACS a 150 pL/min. (b) Micrografia a 200% de la
suspension filtrada en medio de cultivo RPMI sin suero a 150 ulL/min. Las lineas de referencia de escala representan 100
um. (c¢) Recopilacion de observaciones a 200x de la recuperacion de las células retenidas en la membrana luego del
filtrado en buffer FACS. (d) Recopilacion de observaciones a 200x de la recuperacion de las células retenidas en la
membrana luego del filtrado en medio RPMI sin suero.

Los resultados obtenidos evidencian que el buffer FACS es perjudicial a la hora de efectuar
el filtrado, pues la vasta mayoria de las células son destruidas durante el proceso. Como se especifico
en la seccion 2.2.2, los cationes calcio juegan un rol fundamental en el proceso de autorregeneracion
de la membrana celular, disparando los procesos de parchado o cierre de las fisuras. Es decir, la
ausencia de Ca" favorece la disgregacion de cumulos, pero hace que las tensiones producidas durante
la operacion de filtrado terminen destruyendo a las células. En vista de estas observaciones, quedo
descartada la utilizacion de buffer FACS como medio para efectuar el filtrado de la linea celular.

Otra dificultad a la hora de poner a punto el método de clasificacion celular es la existencia
de un volumen de suspension celular que no es filtrado, de entre 0,3 y 0,4 mL. Este volumen
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permanece en la mordaza de la jeringa reservorio y corresponde aproximadamente a la mitad del
volumen de la camara de filtrado. Toda célula que se encuentre en este volumen termina en la placa
de recuperacion, correspondiente a las c€lulas retenidas en la membrana, aun cuando ésta por su
tamafio no deberia ser retenida.

Por otro lado, se efectud un breve analisis del efecto de la velocidad de deformacion, a través
del caudal de filtrado de una suspension celular en medio de cultivo RPMI sin suero. Luego del
filtrado a 90 pL/min, se observo en la placa de suspension filtrada una imagen practicamente idéntica
a la de una suspension no filtrada, mientras que en la placa de recuperacion no se observaron células.
Esto indica que el caudal utilizado esta muy por debajo del caudal 6ptimo, pues incluso las células
mas grandes del cultivo celular (aprox. 55 um de diametro) atravesaron los poros de la membrana.

En cambio, luego del filtrado a 190 pL/min, si bien en la placa de suspension filtrada se
observaron resultados similares a los del filtrado a 150 pL/min, a diferencia de éste se observaron
grandes cantidades de células de tamafio cercano al promedio de la linea celular (alrededor de 19 um)
en la placa de recuperacion, lo que significa que la velocidad de deformacion es demasiado alta como
para que las células chicas atraviesen la membrana.

Aun asi, los resultados obtenidos en cuanto al efecto del caudal de filtrado, es decir, de la
velocidad de deformacion, no fueron del todo concluyentes, puesto que en las capsulas de Petri se
observaron células o cimulos celulares muy aislados entre ellos, dada la baja concentracion de la
suspension filtrada. Ademas, al tratase de un sistema biologico, no es suficiente un solo ensayo para
determinar el efecto del caudal, sino que deben ejecutarse replicados. Para un andlisis intensivo, se
propuso el filtrado de volimenes mayores de suspension celular, utilizando jeringas Luer-Lok de 50
mL, y la recuperacion de las células retenidas en el filtro en una jeringa de 5 mL. De este modo,
aumentaria la densidad celular en la placa de recuperacion, permitiendo cuantificar la eficiencia de
captura y el grado de enriquecimiento de células de Reed-Sternberg. No obstante, ocurrié la
contaminacion de la linea celular L-1236 incubada que, sumada al impedimento de descongelar
nuevos viales por motivos ajenos a este trabajo, imposibilito la continuidad de esta rama de estudio.

4.4. Rediseiio de la unidad filtrante

4.4.1. Unidad filtrante por microbomba de jeringas

Ante la presuncion de la citotoxicidad de la unidad filtrante, se planted un redisefio inspirado
en ésta y manteniendo el mecanismo de funcionamiento, pero modificando los materiales de
construccion, la aleacion de aluminio de las mordazas y el caucho sintético NBR de los O-rings, por
materiales poliméricos biocompatibles.

El nuevo disefo se esquematiza en la Figura 27. Cuenta con una camara de filtrado de PDMS,
un elastomero transparente, generalmente inerte, no téxico, no inflamable e hidrofobico tras su
reticulacion; ampliamente utilizado en la fabricacion de dispositivos microfluidicos. Dicha camara se
encuentra dividida en dos partes que se encuentran cada una dentro de una mordaza para facilitar la
manipulacion y proveer, a través de una carcasa roscada, la presion de cierre de la cdmara. Estas tres
piezas pueden ser fabricadas de cualquier material, pues no entran en contacto con la suspension
celular durante el filtrado. En este caso, se propone la fabricacién en resina polimérica por
estereolitografia, un método de fabricacion aditiva en el cual un laser UV fotopolimeriza
selectivamente una resina liquida fotosensible. La conexion entre la cdmara de PDMS vy las jeringas
reservorio y receptora de la suspension celular a filtrar se efectuaria a través de mangueras
microfluidicas de PTFE o teflon, polimero de conocida biocompatibilidad (USP clase VI), y
conectores Luer-Slip.

Las ventajas de este nuevo disefio son: (1) su presumible biocompatibilidad, aunque debe
complementarse con la utilizaciéon de una membrana citocompatible; (2) el ahorro en juntas o sellos,
dado que el PDMS, al ser elastomero, puede sellar la camara por presion; (3) la posible minimizacion
de volumen no filtrado, dado que el PDMS puede ser moldeado a escala micrométrica; y (4) la
utilizacion de jeringas no roscadas, con acople Luer-Slip, que son menos costosas que su contraparte
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con el sistema Luer-Lok. En contraposicion, la mayor desventaja es que es mas complejo de fabricar
que el disefio anterior, que solo consta del mecanizado de una barra metalica.

En cuanto a la esterilizacion del dispositivo, eligiendo una resina de estereolitografia
adecuada, como por ejemplo la Dental SG (Formlabs; Estados Unidos), el dispositivo es esterilizable
por calor himedo en autoclave, dado que tanto el PDMS como el PTFE son también esterilizables
por este método (Angély, 2020).

(a) (b) (©)

Figura 27. (a) Dibujo esquematico del nuevo disefio de la unidad filtrante armada. (b) Dibujo esquematico del nuevo
disefo de la unidad filtrante desarmada. (c) Corte longitudinal de la unidad filtrante.

4.4.2. Unidad filtrante por centrifugacion

Ante la complejidad del dispositivo y el procedimiento de filtrado, se disefi6 una alternativa
de uso mucho mas simple, orientada principalmente a la aplicacion de la membrana microporosa en
un método de diagnoéstico. El mecanismo de accion se vio modificado hacia la centrifugacion, puesto
que un laboratorio de analisis clinicos suele contar con una centrifuga pero no necesariamente con
una bomba de jeringas. De este modo, se simplifica el equipamiento y se facilita la aplicacion del
método. La velocidad de deformacion aplicada en las células dependera de la velocidad de giro.

El disefio se encuentra inspirado en el dispositivo comercial OncoQuick®, brevemente
mencionado en la seccion 2.2.3. Como se muestra en la Figura 28, éste consiste en un tubo de
centrifuga estéril de polipropileno de 50 mL con una barrera porosa de polietileno de alta densidad
en su interior, justo por encima de un medio de separacion que contiene azul de tripan. Permite el
filtrado por centrifugacion de hasta 30 mL de sangre completa anticoagulada. Los eritrocitos y la gran
mayoria de los linfocitos atraviesan la membrana hacia el medio de separacion, desplazandolo. El
plasma sanguineo permanece por encima de la membrana y del medio de separacion y los trombocitos
y las eventuales CTC quedan retenidos en la interfaz.

El nuevo disefio se esquematiza en la Figura 29. Se trata de un encamisado para un tubo de
centrifuga de 50 mL que cubre aproximadamente la mitad de su longitud y contiene a la membrana
microporosa en su extremo. Dicha membrana se encuentra entre dos sellos planos conformados por
arandelas de PTFE comercialmente disponibles (M10, 21 x 2 x 10,5 mm) y sujetada por otra pieza
que va colocada a presion dentro del encamisado, cerrando las juntas. Tanto la camisa como esta
ultima pieza podrian fabricarse masivamente por inyeccion plastica, por ejemplo, de polipropileno,
el mismo material que los tubos de centrifuga.
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Figura 28. Esquema del funcionamiento del dispositivo de clasificacion celular por densidad diferencial OncoQuick®.

Las siglas WBCs y RBCs hacen referencia a leucocitos (white blood cells) y eritrocitos (red blood cells), respectivamente.

Nota. Tomado de “Novel approaches in cancer management with circulating tumor cell clusters”, por P. Rostami y otros,
2019, Journal of Science: Advanced Materials and Devices, 4.

Si bien se encuentra inspirado el dispositivo OncoQuick®, se diferencia de éste en que luego
de la centrifugacion, las CTC quedarian retenidas sobre la membrana, adheridas a ésta. Ademas,
resultaria mas versatil, dado que si uno desea podria llenar la zona inferior del tubo de centrifuga
hasta la membrana con medio celular para recuperar las células sanguineas en ¢l y separar el plasma;
pero también podria efectuarse el filtrado al aire si no se desea separar los constituyentes de la sangre.

Una vez que las CTC quedan retenidas en la superficie de la membrana y se completa la
operacion de centrifugado, se procederia a abrir el tubo de centrifuga, retirar el sobrenadante de
plasma si lo hubiera y remover el encamisado. Para el andlisis de las células retenidas en la membrana,
se procede a la rotura del encamisado, separando el extremo de la membrana del resto del encamisado.
Esto busca facilitar la manipulacién y permite efectuar el andlisis citologico correspondiente en un
microscopio optico. El encamisado cuenta con una entalla para tal fin. De este modo, ademas se
imposibilita la reutilizacion de la membrana, que debe ser descartada luego del analisis.

En cuanto a la membrana microporosa, es un requisito practicamente indispensable para los
examenes citologicos que ésta sea transparente, con lo cual se propone la utilizacion, de confirmarse
la factibilidad en su fabricacidn, de las membranas de fotorresina SU-8.
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Figura 29. (a) Dibujo esquematico del tubo de centrifuga con el nuevo disefio de la unidad filtrante armada en su interior.
(b) Despiece del nuevo diseno de la unidad filtrante. (¢) Corte longitudinal de la unidad filtrante en el tubo de centrifuga.
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En cuanto a la esterilidad del dispositivo, se pretende que los ultimos pasos del proceso de
fabricacion sea la esterilizacion por Oxido de etileno y el empaquetamiento individual por
termoformado, al igual que como ocurre con pipetas serologicas, jeringas y otro material de
laboratorio estéril descartable.

Las ventajas de este disefio son: (1) la posibilidad de fabricarse masivamente por inyeccion
plastica; (2) su bajo costo, que viene de la mano con la facilidad de fabricacion; (3) su facilidad de
uso, requiriendo solamente la apertura del empaquetado y la colocacién del dispositivo en un tubo de
centrifuga; (4) ser autodescartable, pues no permite su reutilizacion; y (5) poder optimizarse para
logar la separacion por densidad de los componentes de la sangre.

Por ultimo, redisefiando la fotomascara de la Figura 9 para la fabricacion de membranas de
menor diametro, puede adaptarse este disefio para tubos de centrifuga de 15 mL, lo cual es ideal para
reducir la utilizacion de material descartable innecesario, puesto que una muestra de sangre periférica
como la utilizada en este tipo de diagnoéstico tendria un volumen cercano a los 7 mL.
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5. CONCLUSIONES

5.1.  Conclusiones del presente trabajo

El recubrimiento de membranas microporosas metalicas con titanio por evaporacion térmica
no ha sido satisfactorio, dadas la falta de recubrimiento completo de la superficie, la obstruccion de
los poros y la pobre adherencia al material base. Aun asi, permitio la utilizaciéon de las membranas en
ensayos para la caracterizacion funcional de la unidad filtrante.

La fabricacion integra de membranas microporosas metalicas por depdsito electroquimico
(electroplating) de niquel, que en las primeras pruebas aparentaba ser un proceso exitoso, produjo
membranas fragiles y no manipulables, principalmente por la presencia de altas tensiones residuales
en el deposito.

La fabricacion integra de membranas microporosas poliméricas por fotolitografia de resina
SU-8 brind6 un resultado prometedor, pudiendo obtenerse membranas enteras con poros definidos.
Sin embargo, dado el bajo espesor de resina utilizado, dichas membranas resultaron no ser
manipulables. La utilizacién de resina AZ 125nXT como alternativa para fabricar membranas de
mayor espesor no resultod favorable con las condiciones de proceso utilizadas.

Los ensayos de citocompatibilidad efectuados brindaron resultados poco concluyentes. Si
bien a un dia de la exposicion del cultivo celular a los diferentes materiales ensayados la viabilidad
celular resulté muy similar en todos los casos; a cinco dias de la exposicion se observo una aparente
tendencia del aluminio a disminuir la viabilidad celular, a diferencia de los materiales de la membrana
(cobre, cobre/titanio, niquel), que mantuvieron viabilidades celulares de orden comparable al ensayo
control. Sin embargo, estas observaciones deben ser tomadas con precaucion, dados los altos
margenes de error relativo obtenidos.

Los ensayos de caracterizacion funcional del dispositivo encontraron como principal
obstaculo la imposibilidad de disgregar completamente los cimulos celulares. La utilizacion de un
quelante de cationes calcio resulto perjudicial para el filtrado de la linea celular, pues no solo que los
cimulos permanecieron, sino que ademads las células resultaron destruidas dada su necesidad de
cationes calcio para activar los mecanismos de parchado y cierre de fisuras de la membrana celular.
En cuanto a la velocidad de deformacion aplicada, una primera aproximacion parecié indicar que el
caudal optimo de filtrado se encuentra acotado dentro del rango de 90 a 190 puL/min.

Se han planteado dos alternativas de redisefo de la unidad filtrante, de modo de obtener una
camara de filtrado biocompatible, orientadas a aplicaciones especificas de investigacion y desarrollo,
por un lado, y de aplicacion en laboratorios de analisis clinicos, por el otro.

En resumen, se han obtenido avances significativos en el logro de los objetivos planteados en
este trabajo. Sin embargo, resulta fundamental destacar que atin existen interrogantes sin resolver, los
cuales seran abordados en detalle en la seccion 5.2. Estas cuestiones pendientes representan
oportunidades para futuras investigaciones y refuerzan la importancia de continuar explorando y
ampliando el conocimiento en este campo.
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5.2.  Perspectivas futuras

5.2.1. Microfabricacidon de las membranas

En cuanto a los procedimientos relacionados con el desarrollo y la fabricacion de las
membranas microporosas, pueden resaltarse las siguientes propuestas.

La evaluacion intensiva del efecto de la densidad de corriente y la distancia entre electrodos
en el deposito electroquimico (electroplating) de niquel, de modo de obtener membranas de espesor
uniforme y con tensiones residuales menores, que permitan completar el procedimiento de
microfabricacion.

La fabricacion de membranas por fotolitografia utilizando fotorresina SU-8 para mayores
espesores, con la correspondiente evaluacion de resultados. Posiblemente sea necesario efectuar
correcciones a la etapa de exposicion a la luz UV para poder definir los poros, dado que el aumento
en el espesor de la fotorresina se traduce en una mayor dispersion de la luz.

La fabricacion de membranas por fotolitografia utilizando fotorresina AZ 125nXT-10A
incluyendo una pelicula intermedia que separe fisicamente la capa de fotorresina de sacrificio y la
capa de AZ 125nXT.

El estudio de otras rutas de fabricacion alternativas, que no pudieron llevarse a cabo con la
capacidad técnica actual del DMNT. Algunas sugerencias son:

» fabricacion integra de las membranas por CVD de parileno C o policloro-p-xilileno, un
polimero reconocido por su nula actividad quimica, su resistividad eléctrica, su baja
permeabilidad a la humedad y su biocompatibilidad (USP clase VI);

o el recubrimiento de las membranas metélicas por PVD de aluminio y un posterior
anodizado que forme una capa compacta de alimina que separe el metal citotdxico de la
suspension celular, o bien el recubrimiento con alimina por PVD reactivo.

o el recubrimiento de las membranas metélicas con una pelicula densa de 6xido de silicio
o de titanio por proceso sol-gel.

5.2.2. Citocompatibilidad y caracterizacion funcional de la unidad filtrante

En cuanto a los procedimientos relacionados con el cultivo celular, la evaluacion de la
citocompatibilidad de materiales y la caracterizacion funcional de la unidad filtrante, pueden
destacarse las siguientes sugerencias.

La repeticion de los ensayos de citotoxicidad realizados, aumentando el tamafio muestral para
disminuir el error y obtener resultados concluyentes para establecer un orden comparativo de
citocompatibilidad de materiales.

El diseno y la realizacion de ensayos de citotoxicidad que involucren el contacto directo entre
el cultivo celular y los materiales ensayados, para complementar los ensayos del punto anterior.

La evaluacion de la citotoxicidad de otros materiales propuestos en el presente trabajo que no
han sido ensayados, tales como las fotorresinas SU-8 y AZ 125nXT, asi como también de los
materiales surgidos del redisefio de la unidad filtrante.

El ensayo de la compatibilidad de los materiales utilizados y los propuestos con la linea celular
L-1236 de linfoma de Hodgkin clasico, dado que la respuesta de las células a determinados estimulos
depende, entre otras cosas, del tipo de célula.

La evaluacion intensiva del efecto de la velocidad de deformacion aplicada a través del caudal
en los ensayos de filtrado de la linea celular L-1236, utilizando mayores volumenes de filtrado para
aumentar la concentracion de células y asi poder cuantificar la eficiencia de captura y el grado de
enriquecimiento.

El ensayo del filtrado de la linea celular L-1236 utilizando otras membranas, especificamente
aquellas de mayor espesor, dado que esto puede modificar sustancialmente los resultados.

La extension de los ensayos de filtrado a otras lineas de células que crecen en suspension y a
sangre periférica, en principio de origen animal, con la presencia de cé¢lulas tumorales.
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5.2.3. Rediseiio de la unidad filtrante

En lo concerniente al rediseno de la unidad filtrante, deberia pulirse el disefio para poder
comenzar el prototipado. Posteriormente, de confirmarse a través de ensayos pertinentes la utilidad
del dispositivo como clasificador celular o como método de diagnostico clinico, deberia evaluarse la
factibilidad de su fabricacion, que puede dar como resultado el inicio de la produccién del dispositivo
o bien la necesidad de un nuevo redisefio.
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