Capitulo 1

Introduccion

Las herramientas para manipular particulas de tamanos nanométricos y micrométri-
cos se han vuelto de suma importancia para diferentes disciplinas dentro de la ciencia
como lo son la biologia, medicina, coloides entre otros. Estos métodos han permitido
el desarrollo de nuevas areas de investigacion que tarde o temprano traen grandes be-
neficios a la sociedad. Como ejemplo tenemos el estudio de los motores biolégicos. Las
proteinas motoras como la miosina tienen la habilidad de trasladarse a lo largo de fila-
mentos proteicos (filamentos de actina). A pesar de que se sabe que este movimiento es
alimentado por el ATP, el entendimiento de cémo sucede esto atin es un reto. Algunos
cientificos han propuesto modelos tedricos que explicarian este tipo de movimiento por
un proceso de rectificacion[1].

Se han aplicado desde hace tiempo diversos mecanismos para separar, ordenar, trans-
portar y atrapar particulas en los campos antes mencionados, incluyendo pinzas dpticas,
electroforesis, dielectroforesis, pinzas magnéticas, fuerzas acisticas e hidrodindmicas|2],
sin embargo, existe un interés especial por desarrollar dispositivos capaces de manipular
y separar particulas de una manera eficiente y econémica, pues actualmente no existen
dispositivos que tengan ambas caracteristicas. En las siguientes secciones se presentan

algunos de los diferentes métodos existentes.



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

1.1. Manipulaciéon de Particulas

1.1.1. Pinzas C)pticas

En 1986 Arthur Ashkin [3], cientifico de los laboratorios Bell, descubrié que cuando
se hace incidir un haz de luz coherente altamente enfocado sobre una particula dieléctri-
ca transparente, éste era capaz de atraparla y a partir de esto dicho objeto se podia
mover a voluntad en cualquier direccién. El decidi6 llamar a este dispositivo pinzas
opticas. Desde entonces, las pinzas épticas han sido utilizadas alrededor del globo en
experimentos de todo tipo, ya que los componentes necesarios son comunes y el sistema

es relativamente facil de armar.

Atrapamiento en la direccion Z

Figura 1.1: Fuerzas actuando sobre una particula dieléctrica

Algunas de las aplicaciones que se encuentran dentro de la biologia son el estudio de
mobilidad de los espermas, las tijeras opticas con las cuales se pueden hacer disecciones
microscopicas en cromosomas entre otras. Este método de manipulacién se basa en la
transferencia del momento lineal de la luz.

Cuando hacemos incidir un haz de luz enfocado sobre una particula, dos fuerzas se

ejercen sobre ella. La primera se deriva de la presion de radiacion y se conoce como
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fuerza de esparcimieno, la cual empuja a la particula en la direcciéon de propagacién del
haz. La segunda es la fuerza de gradiente, la cual atrae a la particula en la direccién
de la mayor intensidad del gradiente. Para lograr que la particula quede confinada en
la region de atrapamiento, es necesario que la fuerza de gradiente supere a la fuerza de
esparcimiento. Tipicamente esto se logra a través de enfocar el laser con un objetivo
de microscopio de apertura numérica alta (N.A. 2 1). Si la particula se aleja del foco,
la fuerza de gradiente la obligara a regresar ya que la resultante de la fuerza sera en
la direccién del foco (Figura 1.1). La fuerza de la trampa 6ptica puede ser expresada
como [2]

F= Q% (1.1)

donde ¢/n es la velocidad de la luz en el medio, P es la potencia éptica y @ es la
eficiencia de la trampa. La eficiencia () es un factor adimensional que describe la fraccion
del momento lineal transferido a la particula desde el laser. Valores tipicos de F estan
en el rango de 0,1 —100pN, dependiendo de la potencia y la configuracién experimental.

La principal ventaja de las pinzas 6pticas es su gran precision, sin embargo existen
varias limitaciones. La primera es que puede causar un dano irreversible en sistemas
biolégicos si la longitud de onda de la luz es absorbida por el sistema, ya que la in-
tensidad en el foco puede ser tan alta como MW /mm?. Ademds si se quieren atrapar
varias particulas a la vez, la potencia requerida es proporcional al nimero de particulas
a atrapar, requiriendo una gran intensidad. La segunda es que el area efectiva de ma-
nipulaciéon es muy limitada ya que si por ejemplo se utiliza un objetivo de microscopio

de 100 X, el area efectiva es menor que 100 x 100 um?.
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1.1.2. Fuerzas Magnéticas

Esta forma de manipulacién de particulas es especialmente usada en células biologi-
cas ya que los posibles danos sobre ellas son casi nulos, permitiendo el estudio de diversos
procesos sin verse danados. Esta técnica se basa en la utilizacién de esferas microscopi-
cas de polimeros las cuales contienen nanoparticulas supermagnéticas. Posteriormente
las esferas se recubren con anticuerpos, péptidos o lectinas especificas para el tipo de
célula que se interesa manipular. Por tltimo, sélo queda aplicar un campo magnético y
solo aquellas células que contienen a las esferas supermagnéticas seran atraidas por el
campo.

La fuerza ejercida por el campo magnético es[4]
F=m-VB (1.2)

donde m es el momento magnético y B es el flujo magnético. Para una particula stper

magnética, el momento magnético esta dado por
m = VxB/ug (1.3)

donde V es el volumen de la particula magnética, y es la susceptibilidad de la particula
y uo es la permeabilidad del vacio.

El problema con esta técnica radica en la dificultad de crear un tipo especifico de bio-
marcadores para cada tipo de célula. Ademas al estar agregando un agente externo a la
célula, las propiedades intrinsecas pueden afectarse y no permite observar las reacciones

“normales” que tendria dicha célula.

1.1.3. Fuerzas Electromecanicas

Las técnicas que usan fuerzas electromecanicas son las méds comunes en la manipu-

lacion de particulas ya que son relativamente faciles de fabricar gracias a los grandes
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avances en las técnicas de micromaquinado y litografia. Existen dos formas principales
de fuerzas electromecanicas: electroforesis y dielectroforesis.

La primera se refiere a la manipulacion de particulas con carga neta g # 0 con la
aplicacién de un campo eléctrico DC [4]. La fuerza que sentiran las particulas esta dada
por la Ley de Coulomb

F =qF (1.4)

donde ¢ es la carga neta de la particula y E es el campo eléctrico.

Dielectroforesis (DEP por sus siglas en inglés) es la manipulacién de particulas sin
carga neta (¢ = 0) usando un campo eléctrico AC, el cual induce a la vez un dipolo
eléctrico en la particula[5]. La magnitud de la fuerza ejercida sobre la particula es
proporcional al volumen de ella y al gradiente del cuadrado de la intensidad del campo
eléctrico (VE?).

La principal ventaja de estos dos métodos como ya se menciond anteriormente es la
facilidad de fabricar dispositivos con formas complejas para generar la distribucion de
campo eléctrico deseado; ademas estos dispositivos pueden ser tan pequenos como unos
cuantos mm? permitiendo la creacién de los dispositivos llamados lab-on-a-chip. Sin
embargo como en todos los casos anteriores también existen desventajas. La principal

es que es muy dificil manipular particulas individualmente.

1.2. Separacion de Particulas

1.2.1. Centrifugacién

En este método de separacién se utilizan unas maquinas llamados centrifugadoras.
Su funcionamiento se basa en someter la muestra a una velocidad angular extremada-

mente alta lo cual ocasiona la separacién de los diferentes compuestos de la muestra
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debido a sus diferencias en tamano y densidad.

Cuando se le aplica una fuerza a una particula, esta acelerard hasta alcanzar su
velocidad terminal vy, que es cuando la fuerza aplicada es igualada por una fuerza de
arrastre. Para particulas de tamano pequeno para las cuales el niumero de Reynolds es
bajo, la fuerza de arrastre varfa linealmente con la velocidad terminal, es decir, Fiqq =
—bv, donde b es la constante de arratre que depende sélamente de las propiedades de
la particula y del fluido que la rodea y esta definida segun la ley de Stokes como [6]
b = 6mnr, donde 7n es la viscosidad del fluido donde se mueve la particula y r es el
radio de la particula. Cuando el movimiento de las particulas estd limitado por una
barrera sélida (el contenedor), las particulas comienzan a conglomerarse formando un

sedimento. Esta sedimentacién esta descrita por la ecuaciéon de Lamm][7]
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donde c es la concentraciéon del soluto, ¢ y r son el tiempo y el radio de la particula, los
parametros D, s, y w representan las difusion del soluto, el coeficiente de sedimentacién
y la velocidad angular del rotor respectivamente.

Una vez que se ha completado el proceso de sedimentacién, las muestras deseadas
pueden ser separadas mecanicamente del resto. Las claras ventajas de este proceso son
la sencillez del proceso y el gran volumen que puede ser procesado en corto tiempo.
Sin embargo, un serio inconveniente de la centrifugacion son lo posibles danos que se
pueden causar debido a las presiones tan intensas que se producen. Otra desventaja es
que el método se basa en diferencias de tamano o de densidad entre los componentes.
Si estas diferencias son muy pequenas, la separacion sera muy dificil. Por dltimo, las
centrifugadoras por lo regular son voluminosas, descartando este método como una

forma para un dispositivo del tipo lab-on-a-chip.
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1.2.2. Activacion Magnética

Este método tambien llamado MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) fue paten-
tado en 1976 por lar Giaever y es propiedad de Miltenyi Biotec. Como ya se explico en
la Seccién 1.1.2; la idea basica detrds de este método es la adicién de anticuerpos es-
pecificos con nanoparticulas supermagnéticas para después aplicar un campo magnético
y separar las células deseadas. Este método se beneficia de un volumen extremadamente
alto de salida, capaces de producir hasta 10 millones de células por segundo. Sin embar-
go, la mayor desventaja es la necesidad de desarrollar un recubrimiento especifico para

cada tipo de célula ademés de un proceso posterior para retirar dichos recubrimientos.

1.2.3. Fraccionamiento de Campo-Flujo

El fraccionamiento de campo-flujo es una técnica de separacion en la cual se aplica
un campo perpendicular al flujo de la mezcla. Este campo ocasiona que se separe la
mezcla debido a las diferencias de mobilidades de los diferentes componentes en ella.
El campo aplicado puede ser gravitacional, centrifugo, magnético, eléctrico, térmico o
flujo de fluidos perperndiculares al flujo de la mezcla.

La mayor parte de la separacion se debe a diferencias en el movimiento Browniano y
difusion de los componentes una vez que se ha aplicado el campo. Para cada componente
existird una regién en la cual la fuerza aplicada proveniente del campo y la fuerza de
arrastre junto con la difusién se compensen. Esto ocasiona que cada tipo de particulas se
mueva en una region diferente del flujo, i.e., a diferente altura. Por ejemplo, imaginemos
un flujo de agua con particulas cargadas de diferentes tamanos (Figura 1.2). Si aplicamos
un campo eléctrico perpendicular al flujo, se ejercera una fuerza sobre las particulas y
se desplazaran en direccion perpendicular al flujo de agua hasta que esta fuerza se

compense con la fuerza de arrastre. Como existe un perfil parabdlico de velocidades, las
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Figura 1.2: Esquema del método de separacion por fraccionamiento de Campo-Flujo

particulas que se encuentran méas cercanas al centro del canal se moveran mas rapido
que las que se encuentran cerca de los bordes. Es asi como se logra la separacion.

La principal ventaja de este método es que se basa en las propiedades intrinseca
de las particulas y no requiere de agentes externos como en el MACS. La principal

desventaja es que no es un proceso continuo.

1.2.4. Citometria de Flujo

También conocida como FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), el método
de citometria de flujo fue desarrollado por Leonard Herzenberg de la Universidad de
Stanford en 1972. El método consiste en el andlisis individual de cada particula anali-
zando su fluorescencia con la ayuda de luz laser y diversos sensores. Primero, el fluido
que contiene los diferentes tipos de particulas se hace pasar por un conducto estrecho
y posteriormente se rompe el fluido con la ayuda de vibraciones de tal forma que en

cada gota resultante exista sélo un particula. Luego la gota es analizada segun la fluo-
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rescencia de la particula contenida y se le coloca una carga la cual depende de que
tipo de particula sea. Finalmente se le aplica un campo eléctrico calibrado para que
cada gota sea desviada segun su carga a un contenedor diferente. Este sistema es capaz
de procesar hasta 25,000 celulas por segundo pero igual que en el método descrito en
la Seccién 1.1.2 se necesita desarrollar un compuesto distinto para cada tipo de célu-
la o particula. Ademas estos sistemas son tan complejos que requieren de operadores
altamente entrenados y los equipos llegan a costar més de £200,000.]8]

En los siguientes capitulos, el trabajo se enfoca sobre todo en el uso de la fuerza
dielectroforética para la manipulaciéon de las microparticulas. En el capitulo 2 se ex-
pondra de una forma breve la teoria bésica para la comprensiéon de este fenémeno con
la finalidad de poder aplicar sus principios en un dispositivo experimental capaz de rec-
tificar el movimiento Browniano. La intencién del dispositivo es sentar las bases para
el desarrollo de un método que pueda separar microparticulas de diferentes tamanos

utilizando sélo los elementos presentados en esta tesis.





