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Abstract

Pediatric acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in children ages 2
to 5. Immunotherapy is a type of treatment to fight cancer. One type of immunotherapy uses
artificially treated NK cells that attack cancer cells in the red bone marrow. To optimize this
therapy, the use of magnetic nanoparticles inside NK cells is essential, since it is possible to guide
and reduce the detection time of these cells with cancer cells. To achieve this objective, in recent
years research has been carried out using microfluidic platforms called lab on a chip that simulate
the behavior of different cells in vitro. In this work, we seek to design, build and evaluate, using
analytical and simulated calculations, a lab on a chip for future use with this type of cells.

Keywords: Magnetic nanoparticles, red bone marrow circulation, Lab on a chip.
Resumen

La leucemia linfoblastica aguda pediatrica (LLA) es el cancer mas comun en nifios de entre 2
a 5 afios. La inmunoterapia es un tipo de tratamiento para combatir el cancer. Un tipo de
inmunoterapia utiliza células NK tratadas artificialmente que atacan a las células cancerosas de
la médula 6sea roja. Para optimizar esta terapia el uso de nanoparticulas magnéticas en el interior
de las células NK es fundamental pues se consigue guiar y disminuir el tiempo de deteccidn de
estas células con las células cancerosas. Para conseguir este objetivo, en los Gltimos afios se estan
realizando investigaciones que utilizan plataformas microfluidas denominadas lab on a chip que
simulan el comportamiento de diferentes células in vitro. En este trabajo, se busca disefiar,
construir y evaluar, haciendo uso de calculos analiticos y simulados, de un lab on a chip para su
uso futuro con este tipo de células.

Palabras clave: Nanoparticulas magnéticas, circulacion medula dsea roja, Lab on a chip.
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1. INTRODUCCION
1.1 La leucemia linfoblastica aguda pediatrica.

La leucemia linfobléstica aguda pediatrica (LLA) [1.] aparece, con mayor probabilidad, en
nifios de entre 2 a 5 afios [1]. Es el cancer infantil mas extendido en estas edades [2]. Esta leucemia
es, junto a la leucemia mieloide aguda (LMA) y a la leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ),
las que mayor mortandad producen en nifios de entre 1 a 18 afios. En Espafia se diagnostican
alrededor de 300 LLA al afio. La tasa de curacion de esta leucemia, en las Ultimas décadas, es
superior al 80%. Esto se debe, entre otros factores, a la identificacion de factores prondstico y a
la creacion de protocolos terapéuticos segun grupos de riesgo. Es de suma importancia el poder
tipificar que pacientes pueden sufrir una recaida segun los grupos de riesgo. Por ello, es necesario
reconocer las futuras recaidas antes de que se produzcan y elaborar protocolos de tratamiento para
poder evitarlas [3]. Por tanto, el problema que surge es la recaida y la refractariedad terapéutica
que conducen a unas tasas de supervivencia inferiores al 30% con los tratamientos que existen en
la actualidad [4].

Dentro de esta leucemia, las células precursoras de células B (BCP)-LLA producen
aproximadamente el 80% de los casos de LLA e inciden mayoritariamente en nifios, con una
incidencia de 3-4 casos por 100,000 cada afio. La recaida es debida a la aparicion de
quimiorresistencia produciendo que la terapia aplicada no haya sido exitosa. Las células BCP-
ALL tienen una importante dependencia de las interacciones con el microambiente de la médula
6sea roja (MMOR). Este, produce las regulaciones esenciales para la proliferacion, supervivencia
y resistencia a los medicamentos de estas células. Esto puede conllevar al fracaso del tratamiento
y a la recaida de la enfermedad. De ahi la importancia del analisis del MMOR. Dentro del MMOR,
se encuentran las células mesenquimales estromales (CMES) que se caracterizan por ser soporte
esencial del microambiente leucémico hematopoyeético. Esto se debe a que son capaces de definir
nichos exclusivos del MMOR donde se alojan las células leucémicas creando una barrera y
perjudicando al desarrollo hematopoyético normal, ademas de crear una resistencia a la
quimioterapia. Ademas, las quimiocinas podrian ayudar al desarrollo de BCP-ALL al conducir la
migracion de estas células leucémicas hacia esos nichos, asi como al generar sefiales
antiapoptéticas [5].

1.1.1 Evolucién de esta enfermedad.

La deteccidn, tratamiento y descubrimiento de nuevos subtipos de esta enfermedad ha ido
evolucionando con el tiempo. A finales de los afios 40, Farber et al.(1948) dieron el primer paso
en la era de la quimioterapia. Utilizando aminopterina, un antagonista del acido félico,
descubrieron una "remision temporal” de la leucemia aguda en cinco nifios.

En la década de los 60, Frei et al. (1961) consiguieron un logro importante en la terapia de
esta enfermedad. Obtuvieron una tasa de remision completa del 59% y una tasa de supervivencia
de, aproximadamente, dos afios utilizando mercaptopurina y metotrexato en 39 pacientes. En esta
misma década se inici6 un nuevo enfoque curativo (“terapia total") para poder tratar la LLA. Este
nuevo enfoque estaba compuesto por diferentes tipos de terapia: terapia de induccion a la
remision, terapia dirigida al sistema nervioso central (SNC) con irradiacion craneal y metotrexato
intratecal, terapia de intensificacion (consolidacién) y tratamiento de continuacion. Estas cuatro
terapias siguen siendo la columna vertebral de los tratamientos de LLA.

En los afios 70 se realizaron estudios aportando que la terapia de intensificacion aplicada justo
después de la terapia de la induccion a la remision podria aumentar las tasas de curacion hasta un
70%. También se introduce la triple terapia intratecal con metotrexato, hidrocortisona y citarabina
y dosis intermedia de metotrexato intravenoso para evitar la irradiacion craneal profiléctica [6].
En 1975 se describe por primera vez la actividad de las células NK [7].

En la década de los 80 se implanta la terapia basada en el riesgo y comienzan los trasplantes
de médula dsea como terapia para nifios con leucemia refractaria o reincidente [8]. En 1988
aparece la terapia celular adoptiva (TCA) [9]. En la TCA se aislan células T del paciente para su
modificacion y multiplicacion y posterior reinyeccion al mismo. Recientemente también se han



utilizado células NK. Un afio mas tarde se informa de la primera utilizacién de células T disefiadas
genéticamente para ser derivadas y modificadas y de esta manera poder atacar a las células
cancerosas [7]. A mediados de esta década comienza a aplicarse la nanotecnologia en medicina
con la utilizacién de nanoportadores en ensayos clinicos [10].

En los afios 90 se implantan las "dosis personalizadas" [6]. Se introducen, en los estudios de
la LLA, los conocimientos y las herramientas de la biologia molecular y se crea un sistema
uniforme de calificacion de riesgo [8]. A mediados de la década de 1990 aparecen por primera
vez las células T antigénicas quiméricas (células T CAR) [7]. En 1997, la FDA (Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) aprueba el primer anticuerpo monoclonal,
el Rituximab, para tratar el cancer, el linfoma no Hodgkin [10]. EI farmaco busca a las células B
inmaduras para eliminarlas utilizando células NK [7]. A mediados de esta década empiezan a
comercializarse productos derivados de la nanotecnologia basados en liposomas y conjugados
polimero-proteina [10].

A finales de la primera década del siglo XXI, introduccion del imatinib para mejorar el
resultado en el tratamiento temprano de la LLA positiva para el cromosoma Filadelfia [6],
utilizacién de una forma de accion prolongada de PEG L-asparaginasa para pacientes recién
diagnosticados, y aprobacion de la nelarabina y clofarabina, para pacientes con LLA de células T
refractaria o reincidente y pacientes con LLA refractaria o reincidente, respectivamente [8].

En estos Ultimos afios, se ha avanzado bastante en la investigacion de células CAR-T y CAR
-NK. La FDA aprueba, por primera vez, en 2017 la utilizacion de células CAR-T para una
enfermedad, la leucemia linfoblastica aguda recurrente de células B en nifios. Seguidamente, en
el 2018, se aprueba la aplicacion en el linfoma difuso de células B grandes y en otros tipos de
linfomas [7].

En los dltimos 4-5 afios, instituciones tanto de Estados Unidos como, ultimamente, de China
han evolucionado notablemente en este tipo de tratamiento [4].

El Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina 2018 se concede a James P. Allison y Tasuku
Honjo por sus contribuciones a la terapia contra el cancer e inhibicién de la regulacion inmune
negativa [11].

1.2 Nanoparticulas magnéticas.

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son particulas que experimentan una fuerza cuando
se encuentran influenciadas por un gradiente de campo magnético. Estas NPMs se aplican en un
gran nimero de campos como pueden ser la ingenieria, la microbiologia, la nanomedicina o la
biotecnologia. En estas tres ultimas disciplinas, las NPMs se utilizan para diferentes fines.
Algunos ejemplos son: la magnetoforesis, la entrega de medicamentos a células diana o el dirigir
células a tumores. En nanomedicina, sus usos mas frecuentes se encuentran en biosensores,
hipertermia de fluido magnético (HFM), imagenes por resonancia magnética (IRM) y
administracion magnética de farmacos y genes.

Algunas de sus propiedades mas importantes estriban en poder ser funcionalizadas en su
superficie para poderse unir a biomateriales o poder introducirse en el citoplasma de células.

La magnetita (FesO.), es el material mas comun utilizado en las NPMs. Es un material no
toxico. Los organismos vivos lo toleran bien si es sintetizado. Cuando las NPMs se encuentran
en el rango de 1 a 100 nm se convierten en superparamagnéticas. Esta propiedad provoca que las
NPMs sean facilmente magnetizadas por un campo magnético pero vuelven a su estado de
desmagnetizacion cuando se suprime el efecto del iman. Sobre las NPMs se crea una fuerza
cuando su momento dipolar, inducido por el imén, se acopla a un gradiente de campo magnético.
Cuando desaparece este, las NPMs pierden esta fuerza. Otro agente que influye en la
magnetizacion de las NPMs es el medio en el que se encuentran. Los fluidos como el suero
fisioldgico o la sangre tipicamente tienen un nivel bajo de susceptibilidad magnética intrinseca.
Este hecho produce que actlien como sustancias "transparentes™ al campo magnético [12].
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1.2.1 Evolucién de las NPMs.

Las primeras referencias que se tienen de la utilizacion de nanoparticulas se remontan al siglo
IV DC en una copa Romana, la Copa Lycurgus, en exhibicion en el Museo Britanico de Londres.
Esta Copa posee incrustaciones de vidrio dicroico. Esta propiedad se debe a la presencia de
nanoparticulas coloidales de plata y oro. Estas confieren al vidrio diferentes colores, dependiendo
de la incidencia de la luz sobre él. El vidrio torna a rubi cuando la copa es iluminada desde atras
y a verde cuando se la ilumina frontalmente.

Otro ejemplo de utilizacion de nanoparticulas coloidales de plata y oro se encuentra en las
ventanas de Iglesias medievales tardias. Los cristales de estas ventanas alojan estas nanoparticulas
que producen un brillo rojo y amarillo.

También, aparecen nanotubos de carbono en una espada damascena del siglo XVII que le
confieren elasticidad y resistencia [13].

En los afios 40, los 6xidos de hierro, como el Fe,Os (nanoparticula magnética) adquirieron
relevancia en el campo de la grabacion magnética, siendo Poulsen en 1900 pionero en este tipo
de grabacién. En esta ocasion, estas se utilizaron como coloide, suspendidas en un disolvente.
Posteriormente, se depositaron y unieron, con un aglutinante polimérico, a una pelicula delgada
de pléstico. La obtencion de la informacion almacenada era similar a la captacion de imagenes
por microscopia de fuerza magnética. En 1948, Néel propuso un modelo formal del
ferrimagnetismo incluyendo a la maghemita [14].

1.2.1.1 Evolucion de las NPMs en Nanomedicina.

La introduccidn de la hipertermia como herramienta para el calentamiento selectivo de 6rganos
se produjo en 1957, por Medal y sus comparfieros de trabajo utilizando nanoparticulas de Fe;0Os;
de tamafio 20-100 nm [15].

El comienzo de la quimioterapia se produjo a principios del siglo XX por Paul Ehrlich. Esté
intento realizar "balas magicas" cargadas con drogas para atacar patdgenos. Fue la primera accién
terapéutica especifica de esta clase. Las primeras nanoparticulas utilizadas para la terapia
farmacoldgica dirigida se desarrollaron a finales de la década de 1960 por Peter Paul Speiser [16].

Las NPMs también se han introducido para mejorar la obtencion de imagenes por IRM. Se
introdujeron, por primera vez, a mediados de los afios 80, como agentes de contraste de resonancia
magnética [17].

A principios de los afios 90, se consiguié que nanoparticulas modificadas pudieran transportar
ADN y genes. Ademas, en colaboracion con anticuerpos, las nanoparticulas pudieron ser alojadas
en el interior de las células. Otro avance en la utilizacion de nanoparticulas fue el descubrimiento,
en 1986, del efecto EPR (permeabilidad y retencién mejoradas) a cargo de Yasuhiro Matsumura
e Hiroshi Maeda. Este efecto explica la tendencia de las nanoparticulas a depositarse, en mayor
medida, en los vasos inmaduros y con amplias fenestraciones que aparecen en los tumores que en
los tejidos sanos [13].

En marzo de 2003, se realiz6 el primer estudio clinico sobre la aplicacion de hipertermia
inducida por nanoparticulas influenciadas por campos magnéticos en 14 pacientes que padecian
glioblastoma multiforme [15].

En la Gltima década, se han producido grandes avances en un campo emergente, la espintronica
de semiconductores. Esta se aplica a los dispositivos nanoelectronicos de préxima generacion.
Estos dispositivos espintronicos se han propuesto para su utilizacion en diversas aplicaciones
biomédicas. Estas aplicaciones incluyen plataformas de reconocimiento biomolecular estaticas o
dinamicas (ADN-ADNCc, anticuerpo-antigeno, fagos-bacterias, ...), citometros, dispositivos de
separacion celular, plataformas de bioensayo lateral, dispositivos basados en microelectrodos para
aplicaciones neuroelectronicas y matrices de sensores hibridos para aplicaciones de imagenes

[18][19].

Otro campo que esta surgiendo tanto en el diagndstico como en la terapia es la Teranosis. En
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el tratamiento del cancer, la Teranosis utiliza una nanoplataforma constituida por nanoparticulas
magnéticas sobre la que acoplan multiples dispositivos con objetivos diagnésticos y terapéuticos

[20].

En los ultimos afios han surgido dispositivos nanomagnéticos como los biosensores con
transistores de efecto nano campo o las terapias de induccién magnética de radiofrecuencia,
debido al desarrollo de nanomateriales médicos. La funcion de los biosensores con transistores
de efecto nano campo es la de detectar la carga de las biomoléculas. Cuando un biosensor detecta
una biomolécula cargada esta biomolécula afecta a la densidad de carga del biosensor. Ademas,
se ven afectadas tanto la conductividad del transistor de efecto nano campo como el
desplazamiento del punto de Dirac (conductividad méas baja). En consecuencia, la secuencia de
biomoléculas se detecta por cambio en las sefiales eléctricas [21].

1.3 Nanoparticulas aplicadas a los tratamientos del cancer.

Como consecuencia de los grandes avances en la sintesis y acoplamiento de biosensores en las
NPMs se han conseguido mejoras sustanciales en diferentes tipos de aplicaciones de interés en
medicina como las enumeradas en el apartado precedente.

Las NPMs se utilizan en diferentes terapias para combatir el cancer [2.]. En algunas de ellas,
como la hipertermia, las NPMs alojadas en el interior de una célula vibran, al estar sometidas a
un campo magnético variable y calientan el interior de la célula hasta destruirla.

Otra funcién de las NPMs es la de transportar medicamentos hasta las células tumorales,
introduciéndolos en el interior de ellas. También, pueden transportar genes y radionucleidos para
introducirlos en los nicleos y citoplasmas, respectivamente, de las células [22].

En inmunoterapia, la funcidn de las NPMs en el interior de las células es la de dirigir las
trayectorias de estas para llegar lo antes posible a las células cancerosas. Este movimiento se
consigue gracias a un iman permanente situado en el exterior. Una propiedad importante en este
tipo de procesos es la permeabilidad magnética. Los glébulos blancos son diamagnéticos. Por
tanto, repelen el campo al que estan sometidos. Este hecho, junto al poseer una susceptibilidad
magnética baja, generan dificultades a la hora de producir el movimiento deseado bajo la
aplicacion de un campo magnético externo [23].

1.3.1 Evolucion de las NPMs aplicadas a los tratamientos del cancer.
1.3.1.1 Hipertermia.

El estudio de la hipertermia comenz6 en 1991 por parte de Roizin-Towle y Pirro que analizaron
la sensibilidad de varios tipos de células expuestas a hipertermia. Llegaron a la conclusion de que
la hipertermia era terapéuticamente eficaz si se localizaba especificamente en el tejido tumoral.
En los primeros afios de la segunda década del siglo XXI se producen significativos avances en
el estudio y aplicacién de la hipertermia. Esta, dirigida especificamente a las células cancerosas,
aplicada mediante el uso de nanoparticulas calentadas con campos magnéticos alternos se ha
usado como un nuevo tratamiento frente al cancer [24].

1.3.1.2 Administracién de farmacos.

Los primeros intentos de focalizacion magnética de farmacos se remonta al 1970, siendo su
eficacia, el nimero de moléculas efectoras o la concentracion que se requiere para conseguir un
efecto deseado, bastante pobre [25].

La terapia frente al cancer utilizando NPMs para la administracién magnética de farmacos se
introdujo por primera vez en la década de los 80 por Widder et al.(1980) y Kost y Langer, en
1986. En las dos ultimas décadas, se han publicado bastantes revisiones sobre la administracion
magnética de farmacos. En los dltimos afios se han producido grandes avances en esta terapia
como consecuencia del desarrollo de imanes mas fuertes y sondas magnéticas de mas alta
sofisticacion con mdltiples funciones, es decir, sondas terandsticas por parte de Nan et al.(2017),
Sun, Q.et al.(2018) y Tang et al.(2018). Estas sondas cumplen dos funciones. La primera es una
funcion diagndstica, a través de imégenes por resonancia magnética (IRM) o imagenes por
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particulas magnéticas. La segunda, es una funcion terapéutica, que podria contener hipertermia y
liberacion de farmacos, asi como administracion de farmacos dirigida [25].
1.3.1.3 Terapia génica.

Otro tipo de terapia asociada al tratamiento contra el cancer es la transfeccion genética (figura
1). Esta técnica consiste en la introduccion de &cidos nucleicos en las células utilizando NPMs.
Durante los ultimos 50 afios se han investigado y desarrollado diferentes usos para el suministro
de &cidos nucleicos en la investigacion virologica y han surgido los primeros conceptos
visionarios de la terapia génica.
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El primer ensayo clinico de terapia génica se realizé en 1990, generandose, posteriormente,
maés de 1600 ensayos clinicos. De estos ensayos, los que han tenido éxito terapéutico, se realizaron
a finales de la primera década del siglo XXI. La idea del suministro de &cidos nucleidos utilizando
NPMs aparece en la literatura de patentes en 1996 y 1998, con poca evidencia experimental. En
el afio 2000, surge el término transfeccidn, refiriéndose a "la entrega de acidos nucleidos bajo la
influencia de un campo magnético que actla sobre los vectores de &cidos nucleicos que estan
asociados con (nano) particulas magnéticas" [25].

En las dltimas décadas, se han tratado enfermedades como cénceres, enfermedad de Parkinson,
enfermedades cardiovasculares o el sindrome inmunodeficiencia adquirida (SIDA), con terapia
génica. Para ello, se han introducido y/o modificado secuencias de genes. En el 2014, Hartono,
S.B et al.(2014) utilizaron NPMs conjugadas con nanosistemas basados en silice, como vectores,
para mejorar la administracion de siRNA en células cancerosas de osteosarcoma. Ademas,
también han sido utilizadas para otras aplicaciones como la obtencion de imagenes o la
administracién de farmacos [26].

1.3.1.4 Inmunoterapia con NPMs.

"La inmunoterapia contra el cancer es una estimulacion artificial del sistema inmunoldgico
para reconocer las células cancerosas y activar células inmunitarias especificas para detectar y
atacar las células cancerosas. En ensayos clinicos, la inmunoterapia ha mostrado recientemente
resultados impresionantes en el tratamiento de cdnceres maltiples. Por lo tanto, la inmunoterapia
contra el cancer ha ganado mucha atencion por sus ventajas Unicas y su futuro prometedor. Con
una amplia investigacion sobre la inmunoterapia contra el cancer, se ha revelado gradualmente su
seguridad y eficacia. Sin embargo, sigue siendo un gran desafio expandir e impulsar esta terapia
mientras se mantiene una baja toxicidad, una alta especificidad y una eficacia duradera.
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Como tecnologia Unica, la nanotecnologia se ha aplicado en muchos campos, cuyas ventajas
promoveran el desarrollo de inmunoterapias contra el cancer. Los investigadores han intentado
aplicar nanomateriales a la inmunoterapia contra el cancer debido a sus propiedades ventajosas,
como grandes superficies especificas, administracion eficaz de farmacos y quimica de superficie
controlada, para mejorar la eficacia del tratamiento. Aqui, presentamos brevemente las
aplicaciones actuales de los nanomateriales en la inmunoterapia del céncer, incluida la terapia
celular adoptiva (TCA), las vacunas terapéuticas contra el cancer y los anticuerpos monoclonales,
y arrojamos luz sobre las direcciones futuras de la inmunoterapia contra el cancer basada en
nanotecnologia" [27]. El parrafo anterior es el abstract del articulo Current applications and future
prospects of nanotechnology in cancer immunotherapy (Sen Yan, Peng Zhao, Tingting Yu, Ning
Gu, 2019).

Evolution of Inmunotherapy

cirea 1000 years BC

ot it

Figura 2. | Historia de la inmunoterapia. Se reflejan los avances mas importantes, incluidas las aprobaciones de la
FDA relacionadas con el campo. Imagen obtenida de La intrigante historia de la inmunoterapia contra el cancer. Paula
Dobosz and Tomasz Dziecia, tkowski.

La técnica que produce el movimiento de particulas (NPMs y células) debido a un campo
magnético externo se denomina manegtoforesis. Para poder controlar la magnetoforesis, es
importante la introduccion de nanoparticulas magnéticas en el interior de las células para poder
dirigirlas mas eficaz y rapidamente hacia la zona a tratar.

Uno de los sistemas de separacién que utilizan la magnetoforesis a macroescala mas
comUnmente usado es el de la separacion de células activadas magnéticamente (MACS) que fue
comercializado a finales de los afios 80 por Miltenyi et al. [28].

Los primeros trabajos que utilizaban la magnetoforesis los realizaron Nicole Pamme et al.
(2006) en los primeros afios del siglo XXI. Consiguieron la separaciéon de células [29]. Otro
pionero en la aplicacion de esta técnica fue Edward P Furlani que, en la primera década del siglo
XXI, introdujo NPMs en el interior de células utilizando un iman permanente para,
posteriormente, generarles movimiento [30]. Al comienzo de esta década, Eue-Soon Jan et al.
(2012) utilizaron un gradiente de campo magnético para el mismo fin en células NK [31]. Estas
células tienen un comportamiento que dificulta la introduccion de NPMs en ellas. En el 2014,
Enming Zhang et al. (2014) usaron un campo magnético dindmico para hacer rotar las NPMs y
conseguir, de esta forma, la internalizacion de las NPMs [32]. En el 2017, Mahendran
Subramanian et al. (2017) realizaron una transfeccion (figura 1) utilizando un matriz magnética
oscilante [33].

1.4 Utilizacion de lab on a chip en tratamientos del cancer.

En el estudio de los tratamientos del cancer una herramienta bastante eficaz es el lab on a chip.
Estos dispositivos se estdn consolidando en la investigacion contra el cancer por su versatilidad y
bajo coste. El desarrollo de estos lab on a chip, unificando aspectos tecnol6gicos, biolégicos y
médicos, ha generado un importante avance en estudios de este tipo. Estos pequefios dispositivos
analizan tanto la aparicién como el seguimiento de estas enfermedades, asi como la identificacion
de actores clave y factores de riesgo de ellas. Se ha seguido avanzando con nuevos estudios que
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estan aportando grandes avances en el &mbito cientifico debido al uso de estas tecnologias. Con
ello, se han conseguido sistemas que son capaces de diagnosticar a tiempo real y ex vivo
anomalias o enfermedades del paciente. Ademas, en los ultimos afios, la comunidad cientifica ha
aportado tecnologias de ultima generacion que son capaces de detectar, con dispositivos
portéatiles, enfermedades de personas ubicadas en cualquier lugar del planeta y para cualquier
nivel socio econémico.

1.4.1 Evolucién de los lab on a chip.

A mediados de los afios 50 se introdujo el concepto de enfoque hidrodindmico para visualizar
células en un flujo por Crossland-Taylor. Esta técnica ha posibilitado el poder manipular y
administrar con precision células inmersas en un liquido dentro de capilares estrechos [34].

La microfluidica comenz6 a principios de la década de 1980, tratando el comportamiento del
flujo y controlando al fluido que se encuentra restringido geométricamente a una escala

submilimétrica [34][35][36].

En la primera década del siglo XXI surgié la tendencia de la utilizacion de lab on a chip para
la preparacién de muestras y para poder aislar y analizar células. Estas células se separaban por
diferentes técnicas como las hidrodindmicas, las dielectroforéticas, las inmunoquimicas y las
magnetoforéticas de forma independiente 0 como combinacion de varias [37].

Se han producido avances recientes en el campo del lab on a chip a partir de la nano /
microfluidica para conseguir nuevas aplicaciones y funcionalidades en los campos de la biologia
molecular, el andlisis genético y la protedmica. Esto conduce a un mayor acercamiento a la
comprension de la biologia celular. Mas concretamente, la microfluidica ha facilitado
herramientas innovadoras para mejorar la investigacion biolégica celular. Con la microfluidica se
puede controlar con precision el entorno celular, imitarlo mediante la multiplexacion y estudiar
la informacion subcelular mediante ensayos de deteccion de alto contenido a nivel unicelular.
Para ello, se han realizado, en microfluidica, diversas técnicas de manipulacion celular. Estas
técnicas pueden ser clasificadas en funcion de las fuerzas aplicadas externamente para la
manipulacién: pticas, magnéticas, eléctricas, mecénicas y otras manipulaciones [34].

Uno de los avances mas prometedores en los lab on a chip para crear el MMOR es la creacion
de los niches on a chip (figura 3) (figura 7) [3]. Estos nichos estan constituidos por un lab on a
chip sobre el que se depositan células endoteliales humanas y células madre mesenquimales
derivadas de la médula 6sea. Ambos tipos de células se cultivan en una matriz ésea nativa y se
coloca en el lab on a chip. La funcién de este niches on a chip es aportar la mayor similitud
posible al MMOR original [38].

Bone Marrow Cancer Cells Figura 3. Formacion del nicho
Stem Cells (MSCs) @ ) 6seo perivascular para andlisis de
S Bone Perivascular colonizacion por cancer de mama.
- Niche-on-a-chip Se cultivaron células madre
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Bone Matrix <o W~ = R en,dotellales’ (CE) derivadas de la
ohe 0 e m—J\ 79 médula  6sea  humana en
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Microfluidic chip descelularizada en 3D. El cultivo
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al.(2017)) [3].
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Para poder contrastar los resultados obtenidos, una herramienta eficaz es realizar una
simulacion. Para ello, se puede utilizar el programa COMSOL Multiphysics® que es versatil e
intuitivo en su forma de proceder y con una interfaz facil de entender.
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2. OBJETIVOS

Este TFM tiene dos finalidades. La primera es el disefio, fabricacion, evaluacion y puesta en
funcionamiento de un lab on a chip (figura 13) y (figura 14) por el que circulan NPMs a través
de un microcanal que posteriormente migran al MMOR debido a un campo magnético
permanente externo. Para poder validar el funcionamiento de este lab on chip se evaluaran los
diferentes parametros (fuerza magnética, fuerza fluidica, etc.) que intervienen en el movimiento
de las NPMs tanto en el microcanal como en el MMOR. Para ello, se realizaran un estudio
analitico y una simulacion. Los resultados que de este estudio y simulacion deriven serviran como
base para evaluar e identificar posibles errores en la fabricacion del lab on a chip. Los resultados
aportados por el analisis, simulacion y experimentacién han de ser similares.

Por dltimo, y una vez obtenidos los datos anteriores, se pueden optimizar el tamafio y
caracteristicas tanto del iman permanente como el de las NPMs.

La segunda finalidad es el andlisis y la obtencion de datos, de manera simulada, del
movimiento del complejo CNK-NPM. Esta finalidad se debe a una futura fabricacion, siguiendo
los mismos criterios del lab on a chip construido, de un lab on a chip por el que circule el complejo
CNK-NPM . Este lab on a chip servira para el estudio del movimiento del complejo CNK-NPM
en leucemias linfoblasticas agudas pediatricas. El estudio se preparard para el Grupo de
Investigacion Traslacional en Cancer Infantil, Trasplante Hematopoyético y Terapia Celular del
Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital La Paz (idiPAZ) (Madrid).
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3. ORGANIZACION DEL MANUSCRITO.

El TFM esta dividido en dos bloques. El primero genera informacion tanto simulada como
experimental del movimiento de nanoparticulas magnéticas libres (NPMs). El segundo realiza un
andlisis utilizando una simulacién del movimiento de células NK (Natural Killer) en cuyo interior
se alojan NPMs (complejo CNK-NPM).

Primer bloque: estudio tedrico, simulacién e implementacion de la dinamica de NPMs libres.

En el primer bloque se incluyen dos modulos.

El primero versa sobre la aplicacion de los conceptos fisicos involucrados en el movimiento
de NPMs. Estas NPMs se encuentran influenciadas por campo magnético externo. Las NPMs
circulan en el interior de un microcanal (sinusoide en la médula 6sea) y, posteriormente, avanzan
hacia el MMOR. Para poder evaluar este movimiento se realizan dos andlisis. El primero, con
calculos analiticos. EI segundo, con una simulacion con el programa de simulacion (COMSOL
5.4).

En el segundo modulo, se realiza el disefio, construccién, evaluacion y puesta en
funcionamiento de una plataforma microfluidica. Esta plataforma microfluidica queda definida
como un lab on a chip. En el interior de este lab on a chip circulardn las NPMs, las cuales se
encuentran influenciadas por el mismo campo magnético externo expresado anteriormente.

Este blogue tiene como objetivo la obtencion de datos, tanto simulados (primer médulo)
como experimentales (segundo modulo), del movimiento de NPMs para poder analizar su
dindmica y poder validar empiricamente los resultados de la simulacion .

Sequndo bloque: estudio teérico y simulacion de la dindmica del complejo CNK-NPM.

En el segundo bloque se realiza, en primer lugar, un estudio tedrico. Posteriormente, se genera
una simulacion del movimiento del complejo CNK-NPM. Este movimiento del complejo CNK-
NPM comienza en el microcanal para terminar migrando al MMOR donde se origina la LLA.
Para ello, este bloque se divide en dos mddulos.

En el primero se realiza un estudio pormenorizado de las células NK, de las NPMs, de la
endocitosis de éstas en las células NK y de los diferentes factores involucrados en la simulacion.
El segundo es la simulacion propiamente dicha.

La simulacién consiste en la generacion de las trayectorias de los complejos CNK-NPM,
inmersos en un fluido (sangre) que fluye por el interior de un vaso sanguineo (sinusoide) y bajo
la influencia de un campo magnético externo. Estas células NK se moveran hacia el endotelio
vascular, situandose sobre el mismo. Seguidamente, migraran hacia el MMOR por el que
continuarén su desplazamiento hasta detectar a las células cancerosas. Para poder simular lo
anteriormente expuesto, han de definirse los diversos conceptos fisicos que emanan del sistema
en estudio, las propiedades de cada uno de los elementos que constituyen los diferentes tejidos
(sanguineo, epitelial y conectivo) y la definicién de sus geometrias.

Este segundo bloque tiene como objetivo el andlisis y la obtencion de datos, de manera
simulada, del movimiento del complejo CNK-NPM.
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Figura 4. Diagrama de la metodologia seguida en este trabajo.
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4. PRIMER BLOQUE. Estudio tedrico, simulacién e implementacion de la dindmica
de NPMs libres.

4.1 Materiales y métodos.
4.1.1 Nanoparticulas magnéticas.

Para evaluar la fuerza magnética generada en las NPMs era imprescindible definir primero sus
caracteristicas [4.]. Las NPMs se adquirieron a través de una marca comercial (US Research
Nanomaterials, Inc., Houston, USA) y tenian un didmetro de 40 nm, fabricadas con Fes;O4
(magnetita). Su densidad y magnetizacion de saturacion eran pp= 5000 kg/m*® y Mg,= 4.78-10°
A/m, respectivamente [39].

4.1.2 Fluido.

Para dejar completamente definida la fuerza magnética en las NPMs hubo que caracterizar las
propiedades del fluido por donde estas circulaban. Este fluido se asumié como paramagnético (no
magneético), por lo que su susceptibilidad magneética fue y; = 0y su permeabilidad magnética la

del vacio, uy =~ pq [23].

El fluido que se utiliz6 en el primer bloque fue suero fisiolégico. Este suero tenia propiedades
bastante similares a la del plasma sanguineo y era féacil de conseguir y de conservar sin que se
alterasen sus propiedades [40]. La viscosidad y densidad del suero fisioldgico son,
respectivamente, n=1.02 10° N s/ m?, y ps= 1005 kg/m?® [41].

4.1.3 Agarosa.

Para poder simular el MMOR se utiliz6 un hidrogel (gel de agarosa al 0.2% volumen/peso)
con permeabilidad k = 5.1 - 10~ 11m? [42] y porosidad 99.6 % . Se supuso que la viscosidad era
igual a la del agua, n= 10* N s/ m? a 25°C [43] . Al igual que el fluido, este hidrogel se tomo
como material paramagnetico con susceptibilidad magnética y = 0 y permeabilidad magnética

la del vacio, us =~ py .

4.1.4 Iman permanente.

Se utilizé un iman permanente para generar la fuerza magnética sobre las NPMs. Este iman
tenia forma rectangular, con calidad N45 (neodimio) y dimensiones de 10 mm de ancho, 20 mm
de profundidad y 2 mm de espesor. La magnetizacion de saturacion fue de Ms=1.35/(4*n*107)=
10.7-10° A/m, la intensidad de campo magnético de H,=1.07 10° A/m y la densidad de campo
magnético de B=1.35T.

4.1.5 Lab on a chip.

Para reproducir experimentalmente el movimiento de las NPMs a través del microcanal se
fabrico un lab on a chip fabricado en PMMA (polimetilmetacrilato) con un microconducto de
100 um de anchura por 100 um de profundidad y 18 mm de longitud, con dimensiones similares
al vaso sinusoide simulado.

Para generar experimentalmente el movimiento de las NPMs en el MMOR se utiliz6 un
hidrogel de agarosa que simulaba a este. EI tamafio del MMOR considerado era el de la epifisis
distal del fémur de un nifio con 6 afios de edad. Teniendo en cuenta que, para una misma edad el
crecimiento infantil es diferente de unos nifios a otros, se tomé como valor medio de este MMOR
el de 60 mm de ancho y 18 mm de alto [44].

4.1.6 Microscopio.

Se utilizé un microscopio Zuzi modelo M_HB10 dispuesto en horizontal para poder registrar
el movimiento de las NPMs en el microcanal y en el hidrogel. Para ello, se situé sobre ellos un
portaobjetos. Se utiliz6 un objetivo de apertura numérica (NA) de 10X, 0,25. Se realiz
micromanipulacion para ajustar la posicion del objetivo con respecto al lab on chip. Para la
obtencion de imagenes se utilizé una camara WEBCAM C923e

20



4.1.7 Ordenador.

Para poder capturar digitalmente las imagenes obtenidas con el microscopio se utilizé un
ordenador con un procesador 2.50GHz, memoria de 8GB y una tarjeta grafica con memoria de
graficos de 4MB. El software que se utiliz6 fue VideoPad (NCH Software, CO, USA).Todas las
iméagenes se mostraron en ventanas de 300 x 300 pixeles en un monitor de 19 pulgadas con una
resolucién de 1366 x 768 pixeles (frecuencia de actualizacion de 60Hz).

4.1.8 Dremel.

Para poder realizar la construccion del microcanal se utilizé una instalacién compuesta por
una maquina fresadora marca Dremel de 130 W de potencia y de 5000 a 32000 RPM, una mesa
fresadora con soportes de fijacion y micrémetro, una fresa de didmetro 200 um y elementos
secundarios para su sustentacion.

4.2 Estudio fisico de la trayectoria de la NPM.

4.2.1 Movimiento de NPMs influenciadas por un campo magnético externo en el
microcanal.

El movimiento de NPMs en el seno de un fluido influenciadas por un campo magnético externo
(figura 8) se encuentra afectado por diferentes factores entre los que se incluyen fuerzas
magnéticas y fluidicas, fuerza de la gravedad, fuerzas de flotabilidad (buoyancy), dinamica
browniana, efectos entre particulas (interacciones entre dipolos magnéticos ), transferencia entre
momentos particula/fluido [12], cinética térmica [30], fuerzas de Van der Walls, efectos de
surfactantes_[39], fuerzas de presion debidas a la presion diferencial en el fluido o fuerzas de
aceleracion/desaceleracion de la particula. De entre ellas, las que més afectaron al movimiento
debido al tamafio de las NPMs fueron las fuerzas magnéticas y fluidicas (figura 5) (figura 6) [45].
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Figuras 5 y 6. Fuerzas méas importantes que actlian sobre una particula en un campo de flujo: (A) componentes de las
fuerzas magnética, gravitacional y fluidica (las direcciones de Fm y Fg son arbitrarias); (B) tamafios relativos entre particulas
magnéticas (azul) y particulas diamagnéticas (bioldgicas) (rojo);(C) érdenes de magnitud de diferentes fuerzas en funcién de
los didmetros de particulas caracteristicos (a una velocidad tipica de 1 mm/s y ancho y profundidad del canal de 100 pum).

Imagen obtenida de [45].

En este trabajo, las NPMs estaban lo suficientemente diluidas en el fluido como para poder
despreciar los efectos debidos a la interaccion entre ellas o con el medio.

4.2.2 Ecuacion del movimiento.

Para poder describir la trayectoria de las NPMs que se mueven en un fluido se utilizé la
segunda ley de Newton, como se muestra a continuacion.

vy

P ot

donde, m, y v, son la masa y la velocidad de las NPMs y Fm, y Ftson, respectivamente, las

=Fp +Ff (ec.1)
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fuerzas magnéticas y fluidicas.

Se seleccionaron NPMs con un diametro de 40 nm para que pudieran cumplir dos condiciones.
La primera era que el tiempo de saturacién fuera lo mas pequefio posible, esto es, el tiempo que
todas las NPMs tardarian en alcanzar la pared del sinusoide para, posteriormente, migrar hasta el
nicho osteoblastico donde comienza la proliferacion de células madre hematopoyéticas (médula
6sea roja) (figura 7). La segunda, que estas NPMs fueran lo mas pequefias posible para poder
superar la barrera del endotelio vascular y circular libremente, sin ser influenciadas por los demas
componentes del microambiente [30].

Por este motivo, el movimiento de las NPMs en el fluido fue del tipo transporte dominado por
la deriva, despreciandose el movimiento browniano, como puede desprenderse de la (ec.1). Esto
se debe a que existe una separacion entre estos dos movimientos, cuya frontera queda definida
por el radio de la nanoparticula. Este concepto fue introducido por Gerber et al. (1983) [46] que
desarrollaron el criterio expuesto a continuacion para definir este radio [23][47][48].

|FID, < kT

Donde |F| es la magnitud de la fuerza que actta sobre las NPMs, k es la constante de
Boltzmann, y T es la temperatura absoluta. Gerber et al. (1983) analizaron, para una fuerza dada
(JF| = 0.1 pN utilizada para este tipo de experimentos), que el tamafio de la particula frontera
entre el movimiento browniano (para didmetros pequefios) y por deriva (para didmetros
superiores), en el caso del FesO4, en el agua era de 40 nm [47].

4.2.3 Fuerza magnética

El calculo de la trayectoria de las NPMs se realizé evaluando el movimiento de una de ellas.
Para poder definir la fuerza magnética (figura 5) en una NPM [49] se utilizé el método del
momento dipolar "efectivo" [50]. En este método, un dipolo puntual "equivalente” reemplaza a
esta NPM con un momento my.. Esta fuerza quedo6 definida como

Frn =y err - V)Hg (ec.2)
donde uy es la permeabilidad magneética del fluido por el que circula la NPM, m,, . ¢+ es el
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Figura 7. A) Migracion de células madre hematopoyéticas adultas y progenitoras. Imagen obtenida de The Role of
Kindlin-3 in Hematopoytic Stem Cell Homeostasis and Mature Effector Cells. Raphael Hubert Ruppert (2014). B)
Anatomia de la médula ésea (MO). La anatomia normal de la médula ésea (aqui utilizando el ejemplo del fémur) esta
formada por diferentes tipos de hueso, vasos sanguineos y médula roja y amarilla. Las HSPC habitan en la médula roja
donde se diferencian en glébulos rojos, globulos blancos y plaquetas a través de diferentes etapas progenitoras (no se
muestra). La médula amarilla forma regiones en gran parte ricas en adipocitos con hematopoyesis minima. Imagen
obtenida de Daniela S. Krausel et al (2015) [59]. C) Reconstruccion 3D detallada de la microvasculatura de la médula
6sea. Dinamica del flujo sanguineo a tamafio celular en microvasos dseos. Mapa de flujo en detalle con parametros
hemodinamicos en arterias y sinusoides altamente ramificados. Dindmica celular de migracion de HSPC a sinusoides
de médula 6sea. Imagen obtenida de Flow Dynamics y HSPC Homing in Bone Marrow Microvassels M. Gabriele Bixel
et al. (2017). D) Representacion de un modelo propuesto de vasos sanguineos de médula 6sea y regulacién de la
hematopoyesis por células endoteliales de médula 6sea arterial, células endoteliales sinusoidales, megacariocitos,
células madre y progenitoras mesenquimales e inervacion de fibras nerviosas de células de Schwann. Imagen obtenida
de Development and characterization of a bone marrow stem cell niche model. Davide Confalonieri (2017). E) Nichos
de la médula 6sea endotelial y vascular. El nicho endosteal esta inactivo y mantiene las HSC inactivas a largo plazo.
El nicho vascular mantiene el grupo de autorrenovacion por division asimétrica y produce progenitores multipotentes.
Imagen obtenida de Tissue Engineering of Normal and Annormal Bone Marrow T. Mortera-Blanco, N Panoskaltsis y
A Mantalaris (2011). F) Representacion de un sinusoide fenestrado de la médula dsea roja donde se aprecian las
fenestraciones y hendiduras intercelulares. Imagen obtenida de Tortora Gerard J. et al [57].

momento dipolar "efectivo"” de la NPM, y H, es la intensidad del campo magnético externo,
creado por el iméan permanente [5.], generado en el centro de la NPM, donde se sitda concentrado
el dipolo puntual equivalente. Es importante observar que my, . = V,,M,,, donde V, y M son el
volumen y magnetizacion de la NPM, depende de H.. Seguidamente, se relacionaron
analiticamente estos conceptos para poder determinar la F,, [30].

En primer lugar, se debia determinar m,, .+, y para ello, se necesitaba definir un modelo para
la magnetizacion de la NPM. En este trabajo, se considero6 que el radio hidrodinamico de la NPM
Rp.nia coincidia con su radio fisico Rp. En este modelo,m,, .- =V, - f(Hg) - Hg, donde f(H,) es
una funcion que depende de las susceptibilidades magnéticas de la nanoparticula y de fluido, y,,
Y Xy, respectivamente , de Msp, la magnetizacion de saturacion de la nanoparticula y de Ha. Este
concepto refleja la influencia de la particula misma que da lugar a un campo de
autodesmagnetizacion, produciendo una disminucion del campo magnético Ha en el interior de la
misma [47].
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Este modelo fue definido por E.P. Furlani entre los afios 2006-2007 y su expresion quedd
definida como:

3 Qp=xp) Ha<((xp—xf)+3) ‘M

Otp=xp)+3 3xp p
f(Ha) 1

Msp Ha> (—(Xp_xf)+3> . Msp

Hg 3Xp

La conjuncion de la (ec.2) y del modelo anteriormente definido aport6 la ecuacion que
gobernaba la fuerza generada sobre una NPM situada en el seno de un fluido bajo la influencia de
un campo magnético externo [30].

Fo=ps-Vy-f(Ha) - (Hg-V)H, ec.3

El modelo de magnetizacion descrito por Takayasu et al. (1983) [51] es consistente con el
modelo de magnetizacion descrito anteriormente cuando x, > 1. Este modelo es el que a

continuacion se describe.
3 Ha<M;, /3

f(Hg)
Mg
H_p Ha> Msp/3

a

Segun este modelo, la magnetizacion de la NPM cuando se encuentra por debajo de la
saturacion es M, = 3H. , mientras que, si se encuentra por encima es M, = Ms,. Los valores de la
susceptibilidad magnética para que este modelo pueda ser aplicado se encuentran en el rango de

1a6 [47].

El desarrollo de las ecuaciones analiticas tanto del campo magnético como del gradiente
guedan definidas en [23].

Y la expresion de la fuerza se expresdé como
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Frn(%,y) = Fpx(x, )X + me(x' )y (ec.4)
donde
_ Corw)?+(y=ny?
Fnx (6, 7) = o f(Ha) 2m (47‘[( ((x+w)2+(y+h)2)

(x-w)?+(y—h)? x+w _ x+w _ x—w x—w
n ((x—w)2+(y+h)2)) ((x+w)2+(y—h)2 (x+w)2+(y+h)?  (x-w)?+(y—h)? + (x—w)2+(y+h)2) +
My -1 2 h(x+w) _ -1 2h(x-w) y—h _ y—h .
21 (tan ((x+w)2+y2—h2) tan ((x—w)2+y2—h2)) ((x+w)2+(y—h)2 (x—w)2+(y—h)?

y+h y+h
(x+w)2+(y+h)? + (x—w)2+(y+h)2)> ec.b

(x+w)?+(y—h)? )
(x+w)2+(y+h)?

Fny(x,¥) = oV, f(Ha) = T <4n( (

(x-w)%+(y-h)? h (y%2—(x+w)?—h?) _ h (y%2—(x-w)?—h?)
In ((x-w)2+(y+n)2)) ( )

((x+w)2+y2—h2)2+4 h2(x+w)?  ((x—w)2+y2—h2)2+4 h2(x-w)?
Mg -1 2 h(x+w) -1 2h (x—w) 2hy(x—w)
(2t (i) ™ ))(

(x+w)2+y2—h2 (x—-w)2+y2—h2 ((x-w)2+y2—h2)2+4 h2(x—w)?

2hy (x+w) )

((e+w)2+y2—h2)2+4 h2 (x+w)? ec.6

4.2.4 Fuerza fluidica.

Para poder obtener la fuerza fluidica (figura 5) se hizo uso de la aproximacion de Stokes para
la fuerza sobre una particula esférica. Esta aproximacion es valida cuando la particula es esférica
y rigida, se mueve en un fluido que se supone estacionario (su velocidad relativa con respecto a
la de la particula es pequefia) y el diametro de la particula es muy superior al recorrido libre
medio de las moléculas del fluido. Dado que el recorrido libre medio de las moléculas del suero
fisioldgico es de 2 A, se cumplié que el diametro de la NPM era muy superior. Por lo tanto, la
fuerza fluidica tuvo como expresion:

Fr = —6mnR, (v, — vy) ec.7
donde v: es la velocidad del fluido y 7 su viscosidad.

Para resolver esta ecuacion, es necesario, en primer lugar, conocer cual era el campo de
velocidades en el fluido, VE(t)» ademas de las condiciones iniciales de posicion y velocidad inicial
de la nanoparticula para poder determinar su trayectoria.

Para poder determinar la velocidad del fluido, se defini6 un sistema de coordenadas tal que el
eje X se situaba a lo largo del eje del microcanal mientras que el eje Y quedd centrado en el eje
vertical, perpendicular al anterior [52]. Los calculos se realizaron en el plano XY Para determinar
si el flujo era laminar o turbulento se analiz6 el nimero de Reynolds, Re, en el microcanal.

R, = ”f':'p (ec.8)
donde v¢ =10 m/s era la velocidad del fluido [53], D= 100 um, la longitud caracteristica (el
didmetro hidraulico), p la densidad y 1 la viscosidad. La frontera entre el flujo en régimen laminar
y turbulento se encuentra aproximadamente en torno al valor de R.= 2300 [54] [55]. En el caso
gue nos ocupaba

0.0001-100-10~°-1.005-103

R, =
€ 1.02:10°3

(ec.9)
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Por lo que en nuestro caso, con Re = 8-1073, podiamos considerar el flujo en régimen laminar
y paralelo al eje X [55]. S6lo hubo componente ‘x” para la velocidad del fluido. Por lo tanto, la
componente ‘y’ de la fuerza fluidica solo dependio de la velocidad ‘y’ de la NPM. Esta velocidad
estaba provocada por la accion del campo magnético y no por la diferencia entre las velocidades
de la nanoparticula y del fluido.

Para poder determinar la velocidad del fluido se tomé el caso de un flujo estacionario y
totalmente desarrollado en un canal de seccion circular, la velocidad del fluido en cada punto del
canal es independiente del tiempo, solo tiene componente a lo largo del canal y esta dada por la
ley de Poisedille. Si las variaciones temporales en la velocidad del fluido son muy lentas, el fluido
se ajusta en cada momento a la distribucion de Poiseuille correspondiente a esa velocidad media

2
vy () = 27 [1 - %] (ec.10)

donde Ry fue el radio del microcanal y v; la velocidad media del fluido en el canal (promediada
en la seccién del canal). Para obtener la componente de la fuerza en el eje Y, se sustituyo la
velocidad de la NPM en la (ec.7), mientras que para poder determinarla en el eje X se sustituy6
la (ec.10) en la (ec.7) [47]. Por lo tanto, las componentes de la fuerza fluidica fueron

Fpy = —6mnRy,v, (ec.11)
2
Fy = —6mnRy {v, — 27 [1 - %]} (ec.12)

donde vy y vyeran las dos componentes de la velocidad de la NPM.
4.2.5 Determinacion de la trayectoria de la NPM.

Para poder evaluar la (ec.1) y determinar la trayectoria de la nanoparticula, fue necesario
descomponer esta trayectoria en las dos dimensiones del espacio donde se iba a analizar.

v
My 22 = Fyy (x,y) — 6mnRyvy (ec.13)
vy _ 2
My 5% = Fy (x,) — 610R, {1, — 27 [1 - 23] (ec.14)
d q
v, = d_’t‘vy = d_i’ (ec.15)

Estas ecuaciones conformaban un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs.
Estas ecuaciones podian ser resueltas si se conocian los valores iniciales del movimiento x(0),
y(0), vx(0) y vy(0). Para su calculo, se hizo uso del programa de calculo Maple que utiliza
elementos finitos.

4.3 Anélisis y evaluacién de la deposicién de la NPM sobre la superficie del capilar.

Debido a que el tamafio de la NPM fue de 40 nm de didmetro y el tamafio de las fenestraciones
y hendiduras intercelulares [6] de los sinusoides [7] alcanz6 el valor de 100 nm [56] (figura 7),
la NPM traspasé el endotelio sin generarse el proceso de migracion que conlleva el rodamiento,
adhesién y paso a través de las células endoteliales [57].

4.4 Migracion de la NPM al MMOR.

En la médula ésea roja (figura 7) se produce la hematopoyesis (figura 9). Este proceso consiste
en la generacion de células sanguineas como los eritrocitos, plaquetas, linfocitos, granulocitos y
monocitos. Esta médula se distribuye por todas las estructuras esqueléticas desde la vida
intrauterina hasta alrededor del quinto afio de vida [8].
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Figura 9. Proceso de hematopoyesis. Formacion de los eritrocitos, plaquetas, linfocitos, granulocitos y monocitos
a partir de las células madre hematopoyéticas. Estas células madre se encuentran alojadas en la médula dsea roja que
también contiene células de estroma. (imagen: © 2001 Terese Winslow, Lydia Kibiuk).

Todas las células sanguineas se crean de las células madre hematopoyéticas (CMHSs) [9] que
utilizan la médula dsea para renovarse y diferenciarse normalmente. Ademéas de las células
sanguineas y las CMHSs, en la médula dsea roja existen otros tipos de células. Estas células son
las células estromales, adipocitos, células endoteliales, osteoblastos y fibroblastos (figura 10)
[10]. La matriz extracelular (ECM) (figura 11) esta constituida por proteinas como el colageno,
fibronectina y tenascina secretadas por las células estromales. Estas proteinas forman
compartimentos especializados que localizan y dirigen a las quimiocinas y citocinas integrales
para poder regular los diferentes componentes de la hematopoyesis [58].

i { ( { | z I | | | L | Figura 10 .Tipos de
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El movimiento de la NPM en este microambiente se produjo en el seno de un fluido que fluia
entre los diferentes componentes que conformaban el microambiente (figura 8).

La composicion de este MMOR estaba formada por células endoteliales de tipo arteriolar y
sinusoidal, células de osteolinage, osteoclastos, osteocitos, adipocitos, neuronas simpaéticas,
células de Schwann no mielinizantes, células madre mesenquimales, células reticulares
abundantes en Cxcl12 (CAR cell), macrdfagos, megacariocitos, citocinas y matriz extracelular

[59] (figura 10) [11].
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Animal y Vegetal. Megias, Manuel; Molis, Pilar; Pombal, Manuel A.

Esta matriz se componia fundamentalmente de macromoléculas como proteinas estructurales,
principalmente fibrosas (coldgeno y elastina), glucosaminoglucanos, proteoglucanos y
glicoproteinas [60][12]. También contenia plasma sanguineo (compuesto de 91.5 % de agua, 7 %
de proteinas plasmaticas y 1.5 % de otros solutos [57] con una baja concentracién de estas

proteinas) [55] (figura 11).

La ecuacion del movimiento que gobernaba esta NPM tenia la misma forma que la del apartado
precedente. EI campo magnético que influia en el movimiento de la NPM operaba de la misma
manera que en el apartado anterior, por lo que, los conceptos fisicos eran igualmente aplicables
en este microambiente.

4.4.1 Fuerza fluidica.

Como quedd definido en el punto anterior, las fisicas que involucraban al campo magnético y
al movimiento siguieron el mismo patron. En cambio, el concepto fluidilico si vario6 al ser un
medio poroso en el que intervinieron fisicas diferentes que en los microcanales de mayor tamafio.

Las leyes que determinaban el movimiento del suero fisiol6gico en el gel de agarosa
aparecieron debido a la porosidad (o tortuosidad) del microambiente producido por los diferentes
elementos que lo constituian. Por ello, apareci6 la ecuacion de Darcy que aport6 la velocidad del
suero fisioldgico en un medio poroso [55][61].

La fuerza fluidica quedé definida por la aproximacion de Stokes. Se tom6 como velocidad del
fluido la determinada por la ecuacion de Darcy. Esta aproximacion siguié siendo valida, como en
el apartado anterior, al ser la misma particula y la velocidad del fluido fue incluso mas baja que
en el microcanal, debido a la tortuosidad y amplitud del microambiente.

F; = —6mnR, (v, — ) (ec.16)
donde v: es la velocidad del fluido y 7 su viscosidad.

La velocidad del fluido se calcul6 con el mismo sistema de coordenadas que para los
microcanales. El flujo fue laminar, puesto que, el diametro en el MMOR tenia una amplitud
mucho mayor que en el microcanal. Este flujo fue paralelo al eje Y.

4.4.1.1 Ecuacion de Darcy.

En tumores, tejidos musculares perfundidos o flujos en tejidos conectivos blandos el modelo
de Darcy era el mas propicio a aplicar [61].

Esta ecuacién se definié como
VP = %vf (ec.17)
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donde k es la permeabilidad.

La presidn hidrostatica, cuando los vasos sanguineos se aproximan o superan un diametro de
aproximadamente 40 pum, se mantiene constante. Ademas, como el gradiente de la presion
osmotica a través de los sinusoides toma el valor de cero, esta presion osmotica es también
constante [55]. Por lo anteriormente descrito, la presion en el MMOR se mantuvo constante [62].
Aplicando la ecuacion de Darcy se lleg6 a la conclusion de:

0= %vf (ec.18)

Por tanto, el fluido fue estacionario con velocidad en el MMOR igual a 0.

Este hecho se produjo porque la velocidad en el microcanal era pequefia. Ademas, aparecieron
fuerzas viscosas en la zona situada en la frontera entre el microcanal y el MMOR. Estas
produjeron una desaceleracion del flujo en un espacio reducido conllevando a la estaticidad del
fluido en el MMOR.

4.4.1.2 Expresion de la fuerza fluidica.

Para la situacion anteriormente expuesta, la velocidad del fluido fue 0, era un fluido
estacionario. En este caso, la expresion de la fuerza de arrastre quedé como

Fry = —6mnR,(vy) (ec.19)
Fpy = —6mnR, (vy) (ec.20)
4.4.2 Determinacion de la trayectoria de la (NPM).

Para poder evaluar la (ec.l) y calcular la trayectoria de la nanoparticula, habia que
descomponer esta trayectoria en las dos dimensiones del espacio donde se iba a analizar.

v
my a_ty = me(x' y) — 67"]Rp(vy) (ec.21)
vy
my, % = Fpx(x,y) — 6mNR, (vy) (ec.22)
Uy = %vy = % (ec.23)
La masa de la nanoparticula se calculé a partir de su volumen y densidad.
VNPM = gT[R3 (6024)

4
Vnpm = §7T(20 107%)3 = 3.35107%3m?3

m, = pVypy = 5000 3.351072% = 1.675 107 Kg
Estas ecuaciones conformaban un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs.
Estas ecuaciones podian ser resueltas si se conocian los valores iniciales del movimiento x(0),

¥(0), v«(0) y vy(0).
4.5 Simulacion de las trayectorias de las NPMs.
El programa COMSOL 5.4 multifisics (COMSOL Inc, Burlington, MA) se basa en el

modelado por elementos finitos. La simulacion de las trayectorias de las NPMs se realiz6 en el
seno de un fluido y su posterior salida al MMOR.

Esta simulacion consistié en la generacién de las trayectorias de las NPMs a través de un fluido
(suero fisiolégico) inmerso en el interior de un microcanal (sinusoide) y a través del MMOR
(hidrogel). Para ello, las NPMs viajaron hacia el endotelio vascular, traspasandolo.
Posteriormente avanzaron hacia el MMOR desplazadndose en el mismo. Se hubo de tener en
cuenta los diversos conceptos fisicos que emanaban del sistema en estudio, las propiedades de
cada uno de los elementos que simulaban los diferentes tejidos (sanguineo, epitelial y conectivo)
y la definicion de sus geometrias.
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4.5.1 Definicion de las interfases (fisicas) a utilizar.

Estas nanoparticulas se encontraron influenciadas por un campo magnético externo. Para la
simulacion se utilizaron diferentes interfases (fisicas) de este programa. En concreto, el campo
magnético debido al iman permanente se generd utilizando la interfaz “Magnetic Fields, no
Currents” del modulo AC/DC [13]. Para determinar las trayectorias de las NPMs en todo su
recorrido se utilizaron diferentes interfaces debido al diferente comportamiento fisico en los
compartimentos. Para simular el flujo de fluido en el microcanal se utilizo la interfaz “Creeping
Flow” incorporada en el submodulo “Single-Phase Flow” del modulo “Fluid Flow” [14][15]. Para
analizar las trayectorias de las NPMs en el MMOR se empled la interface “Darcy's Law”
encuadrada en el submodulo “Porous Media and Subsurface Flow” del mismo modulo que el
anterior [16]. Para poder describir las trayectorias de las NPMs en los dos compartimentos de
forma conjunta se utilizo la interfaz “Particle Tracing for Fluid Flow” inmersa en el submédulo
“Particle Tracing” del modulo “Fluid Flow” [63].

4.5.2 Creacion del modelo.

Se realiz6 una simulacion. Esta describi6é conjuntamente las trayectorias de las NPMs a través
del microcanal y, posteriormente, del MMOR.

El calculo de estas trayectorias se realizd creando un modelo que constaba de los siguientes
pasos:

El primer paso fue generar un modelo maestro nuevo, en el cual se incluyeron la dimensién
del espacio, en este trabajo 2D, las diferentes fisicas (interfaces) que se iban a aplicar en los
estudios, que quedan definidas en el apartado fisicas , y los diferentes estudios a utilizar.

4.5.2.1 Definicién de las geometrias.

En el siguiente paso se definieron las geometrias de los diferentes elementos que constituyeron
el modelo. Se pudo determinar el tamafio y la forma de cada elemento. También se describié un
rectangulo mas grande que representaba el contorno, englobando a los demas elementos, y quedo
definido por las propiedades magnéticas del vacio.

Se simul6 un microcanal recto de 100 pm de anchura por 100 um. de profundidad y 500 pm.
de longitud. El eje del microcanal coincidia con el eje X de los céalculos analiticos.

Para definir el tamafio del MMOR, se disefi6 una microsuperficie de 42 mm de ancho y 15
mm de alto cuyo eje vertical coincidia con el eje Y del iman . EI MMOR fue un hidrogel (gel de
agarosa).

El tamafio de las NPMs fue de 40 nm de didmetro, para poder penetrar por las fenestraciones
del microcanal [56] (figura 7).

4.5.2.2 Definicion de los materiales.

Seguidamente, se describieron los materiales que componian cada geometria generada. Para
simular el fluido en el microcanal se utilizé suero fisioldgico al tener propiedades similares al
plasma sanguineo. Estas propiedades fueron la viscosidad, la densidad, la susceptibilidad y la
permeabilidad magnéticas del vacio.

Para realizar los célculos del MMOR se dividio este en dos tipos de compartimentos. El
primero, por donde fluia el fluido. Las propiedades de este fluido fueron la densidad y la
viscosidad anteriormente mencionadas.

El segundo fue la matriz extracelular con propiedades como la porosidad y la permeabilidad
[64]. Para esta matriz extracelular se simulé un hidrogel (gel de agarosa al 0.2% volumen/peso ).
Las propiedades de este hidrogel fueron la permeabilidad [42], la densidad , la porosidad, la
susceptibilidad y permeabilidad magnéticas. Se supuso que la viscosidad era igual a la del agua

[43].

El iman permanente simulado tuvo la misma magnetizacion de saturacion que en los calculos
analiticos [47].
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Por altimo, se describio el contorno como el vacio con permeabilidad magnética de o =4 10
T N/AZ,

4.5.2.3 Definicion de los parametros globales.

En las definiciones globales, se introdujeron los parametros cuyos valores no estaban
implicitamente definidos en el programa. La porosidad de la matriz extracelular y las
permeabilidades magnéticas relativas de las NPMs y de la matriz extracelular, con valores de
Ur = xp+1=3yu = xs+1=1,respectivamente.

45.2.4 Generacion de las fisicas (interfaces).

A continuacién, se definieron las fisicas (interfaces). En estas fisicas se describieron los
dominios y los contornos. Los dominios son regiones cuya funcion es poder definir tanto las
propiedades de los materiales que las conforman como las fisicas aplicables en dichos dominios.
Los contornos son lineas que definen la entrada y salida de elementos. A estos elementos se les
pudo definir su comportamiento inicial. En el siguiente parrafo, se describieron las diferentes
fisicas que componian el modelo y que se estructuraban en dos estudios como se explicd
posteriormente.

La interfaz “Magnetic Fields, no Currents” fue configurada simulando un iméan permanente.
Esta fisica fue aplicada al conjunto de componentes que conformaban la simulacién. Estos
componentes consistian en un microcanal recto que simulaba el sinusoide, una microsuperficie
gue simulaba el MMOR vy el vacio, como medio, que los envolvia.

La interfaz “Creeping Flow” se describid para simular el flujo de fluido por el microcanal. El
flujo fue del tipo laminar, incompresible, homogéneo y Newtoniano [65], despreciando la
contribucion del término de inercia de las ecuaciones de Navier-Stokes. Esta simplificacion se
conoce como flujo de Stokes y se aplica para nUmeros de Reynolds pequefios, como es el caso,
para microfluidos [64].

La presion a la entrada y salida del microcanal se mantuvo constante tomando el valor de 0
[65]. La velocidad a la entrada fue de 0.0001 m/s [66].

La interfaz “Darcy's Law” fue configurada para simular el MMOR por el que fluia el liquido
intersticial. Se eligio esta interfaz pues el MMOR se asemejaba a una matriz porosa. La Ley de
Darcy se utiliza para el calculo del movimiento de fluidos en medios porosos . Esta matriz
simulaba, entre otros componentes, a las células que formaban parte del MMOR. El liquido
intersticial coincidia con el flujo a través de las particulas (por ejemplo, estas células) [55].
Ademas, este fluido se encontraba influenciado por los esfuerzos cortantes en sus limites que lo
desaceleraba hasta conseguir que permaneciera en estado estacionario [64]. En este caso, el flujo
fue también laminar y se desprecio la contribucion del término de inercia de las ecuaciones de
Navier-Stokes. Este fluido fue también suero fisiol6gico.

La presion en el MMOR vari6 entre -0.5 y 3 mm Hg tomandose el valor de 0 como valor de
la presion promedio [62]. La velocidad, como se definio en el apartado ecuacion de Darcy, tomé
el valor de 0.

La interfaz “Particle Tracing for Fluid Flow” [67] se disefi0 para poder evaluar las trayectorias
de las NPMs a través de los compartimentos anteriores. Estas trayectorias de las NPMs estuvieron
influenciadas por la fuerza fluidica y la fuerza magnética.

Hay que tener en cuenta que la magnetizacion de las NPMs dependen de Ha como ya se
describid en el apartado de la fuerza magnética.

45.2.5 Definicion de los estudios.

Por ultimo, se definieron los estudios, cada uno de ellos constituido por la interrelacion de
diferentes fisicas. Posteriormente se combinaron estos estudios para poder realizar la simulacion
completa del modelo, esto es, para poder construir un analisis en conjunto de la evolucion, en el
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espacio y en el tiempo, de las NPMs en los dos compartimentos, el microcanal y el MMOR. Por
ello, se definieron las fisicas en cada uno de ellos.

En el primero, se introdujeron tanto la creacion del campo magnético debido al imén
permanente (Magnetic Fields, no Currents) como el flujo del fluido que circulaba por el
microcanal (Creeping Flow).

El segundo, que se encontraba conectado con el primero, estuvo influenciado por el campo
magnético. Se introdujeron el flujo del fluido que circulaba por el microcanal (Creeping Flow),
seguimiento de particulas para flujo de fluidos (Particle Tracing for Fluid Flow) y las ecuaciones
de Darcy (Darcy's Law) [68].

4.5.3 Representacion esquematica de la simulacién

Los diferentes pasos descritos se esquematizaron para poder realizar una entrada de datos
secuencial en el programa de simulacion.

1° Model wizard

v' Seleccionar dimensién de espacio (describe si el modelo se realiza en 1, 2 6 3
dimensiones).

v" Seleccionar fisicas (son las diferentes condiciones fisicas que se van a aplicar en el
estudio, p.ej. fluidos, campos magnéticos, etc.).

v" Seleccionar estudio (es la union de varias fisicas. Puede haber varios estudios)

2° Geometria.

v Definir las dimensiones de los diferentes elementos (iman externo, vaso sanguineo, etc.).
3° Materiales.

v Servia para definir el tipo de material de cada geometria generada.
4° Definiciones globales

v Eran los parametros generales
5° Fisicas. Eran las diferentes fisicas que se van a aplicar en el estudio, p.ej. fluidos, campos
magnéticos, etc.

v Definir

» Dominios: Regiones cuya funcién es poder definir tanto las propiedades de los materiales
gue las conforman como las fisicas aplicables en dichos dominios.

» Contornos: Lineas que definen la entrada y salida de elementos a los que se les puede
definir su comportamiento inicial. Hay que introducir datos (p. ej. Velocidad entrada, o presion
de salida) en el contorno seleccionado(p.ej. contorno de entrada, contorno de salida).

6° Estudio

Es la union de varias fisicas. Puede haber diferentes estudios, unos interconectados con otros.

4.6 Fabricacion de una plataforma microfluidica, lab on a chip.

Para la fabricacion de un lab on a chip se ha de tener en cuenta que uso va a tener. En este
trabajo la utilidad de esta plataforma microfluida fue la del movimiento de NPMs a través de un
microcanal y su posterior migracion al MMOR influenciadas por un campo magnético externo.

Esta fabricacion consté de los siguientes pasos: disefio, construccion, evaluacion y puesta en
funcionamiento (figura 4).

4.6.1 Disefo

El punto de partida del disefio del lab on a chip fue definir el objetivo que se queria alcanzar.
La finalidad era poder cuantificar la trayectoria de las NPMs inmersas en un fluido (suero
fisiologico). Estas NPMs circulaban en el interior de un microcanal fabricado en PMMA, con
propiedades similares al sinusoide. Las NPMs, posteriormente, migraron hacia un hidrogel
(agarosa) con caracteristicas similares al MMOR (figura 8).

Para poder evaluar el disefio del lab on a chip [17], en primer lugar, se definieron las
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propiedades, parametros y caracteristicas de los diferentes materiales que componian el
experimento a realizar. Se caracterizaron el sinusoide, el flujo que por él transitaba, el MMOR, el
iman permanente y las NPMs. Estos valores quedaron reflejados en los apartados precedentes
salvo los inherentes a la propia experimentacion.

Iman permanente
Neodimio

Conector ————— | IMMOR Detalle del corte vertical
digmetro 6 mm - del microcanal
—_—\ - °

Material: PMMA
espesor 2 mm

Deposito

Objetivo cdmara

Microcanal 18 mim
5o mm

Figura 12. Definicion de las dimensiones de cada elemento del lab on a chip.

El tipo de plastico que se utiliz6 para poder reproducir el movimiento del fluido y las NPMs a
través del microcanal fue PMMA. Se eligié este material debido a su bajo coste, facilidad de
fabricacion, biocompatibilidad [67], excelente transparencia Optica, buenas propiedades
mecénico/quimicas [69], 6ptimas propiedades térmicas [70] y baja humectabilidad [71][18.].

Para el MMOR se utilizé un hidrogel (agarosa) que era de origen natural. Este hidrogel se
eligio por su alta permeabilidad [72], difusion libre para moléculas pequefias, épticamente claro,
facil de obtener y biocompatible [73]. También, se podria haber optado por gelatina [74]. El
modulo de microelasticidad del hidrogel oscilaba entre los valores de 0.1 a 1 kPa, dependiendo
del mayor o menor porcentaje, en el espacio, de los diferentes componentes del mismo [75]. Para
este trabajo se tomd un valor de 0.7 kPa que coincide con un 0.2 % (% en peso/volumen) de
agarosa [73].

Una vez definidos los anteriores conceptos, se opté por la fabricacion de un lab on a chip con
caracteristicas analogas a los datos aportados [19].

4.6.2 Construccion.

Para la construccion del microcanal se utilizd una instalacion compuesta por una maquina
fresadora marca Dremel, una mesa fresadora con soportes de fijacion y micrémetro, una fresa de
didmetro 200 um y elementos secundarios para su sustentacion (figura 13). Este microcanal se
realiz6 sobre una placa de PMMA de 50 mm de ancho, 19 de profundidad y 2 mm de espesor
(figura 12). Se realizé un dibujo esquematico sobre la placa para mayor facilidad y precision de
fresado.

33



Figura 13. Construccidn del lab on a chip. A) Maquina
fresadora marca Dremel sobre su mesa fresadora con
soportes para la fijacion de la placa de PMMA vy
micrémetro. Se utilizaron elementos secundarios para su
sustentacion. B) Imagen con los diferentes componentes
del lab on a chip. C) Detalle del microcanal. D)
Equipamiento para el registro del movimiento de las
NPMs en el microcanal y en el hidrogel. Este
equipamiento se componia de un microscopio sobre el
que se situaba el lab on chip, una instalacion para el
soporte de este y de la camara y un ordenador, conectado
a la cdmara para el registro de las imagenes. E) Detalle
del lab on chip y del objetivo del microscopio.

=

Antes de realizar el fresado se aplico sobre la superficie de la placa un lubricante para absolver
el calor generado en la eliminacion de material y no producir fusion del mismo. La fresa perford
la placa hasta una profundidad de 100 um y comenzé a desbastar material generando un primer
microcanal de 200 um de ancho. La longitud del microcanal fue de 24 mm. Esta longitud se
repartio entre los 3 mm que quedaban en la parte inferior de cada conector y los 18 mm del
microcanal. Para eliminar las impurezas que quedaron se aplico un gel exfoliante que no dafiaba
al PMMA.

El siguiente paso fue retirar la parte de la placa que se situaba en la zona anterior al microcanal.
Este proceso se realiz6 con una herramienta de corte utilizada por el dremel. Las dimensiones de
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esta placa fueron de 18 mm de ancho, 9 mm de profundidad y 2 mm de espesor. Esto supuso el
rebajar el microcanal de 200 um de anchura a 100 um. Este fue el ancho definitivo como queda
reflejado en el detalle de la (figura 12).

Las NPMs que se adquirieron eran solubles en disolvente organico (apolar) por su bajo coste.
Para poder disolverlas en el suero fisiologico (polar) se utiliz6 &cido acético con una
concentracion del 6.7% en agua. Su composicién quimica es CH3-COOH compuesta de dos
mondémeros. El primero, un grupo polar (grupo carboxilo) y, el segundo, un grupo apolar, el
monomero organico CHs, La funcion de estos monémeros era el conectar las NPMs, unidas al
primer mondmero con el suero fisioldgico enlazado con el segundo.

O
%
NPMs — H3C—C — H20 + NaCl

N\
OH

Para la disolucion se vertié 3 102ml de NPMs disueltas en el disolvente organico sobre 1 mi
de &cido acético en un tubo de ensayo a temperatura ambiente. La disolucidn resultante se agitd
vigorosamente durante 30 segundos para su homogenizacion.

La inyeccion del suero fisiologico con las NPMs se realiz a través de una jeringuilla
conectada a un conducto. Este conducto se introducia en un conector de 6 mm de didmetro en su
parte superior y 12 mm en la inferior. La altura de este conector fue de 30 mm. Este se situd sobre
el microcanal, en su zona proximal, para poder introducir el suero fisioldgico en él. Se dispuso de
otro conector de las mismas caracteristicas en la zona terminal del microconducto para dar salida
al suero fisioldgico con las NPMs que no hubieran conseguido migrar al gel (figura 13).

Para poder depositar el gel de agarosa se cred un depdésito de 18 mm de largo, 9.8 mm de ancho
y 18 mm de profundidad en PMMA (figura 12). Este depdsito se insertd sobre el microcanal para
gue las NPMs pudieran desplazarse sobre este y migrar al gel.

El hidrogel se fabricé utilizando la temperatura como método de reticulacion. En general, la
agarosa gelifica a una temperatura inferior a los 40° C, mientras que su temperatura de fusién es
de aproximadamente 80° C [73]. Para su preparacion se utilizé un tampén TBE (Tris, borato y
EDTA (&cido etilenodiaminatetraacético)). Las dimensiones de este hidrogel fueron de 18 mm de
ancho y 15 mm de alto. En estas dimensiones fue por donde avanzaron las NPMs. La profundidad
del hidrogel fue de 9.8 mm. Esta dimension tuvo como finalidad dar volumen al hidrogel y no se
tuvo en consideracion para los célculos.

Figura 14. Lab on chip constituido
por una lamina de PMMA con un
microcanal, una toma de entrada del
fluido y las NPMs, una toma de salida
del fluido, una capa de hidrogel y un
iman permanente.

La lamina de PMMA se situ6 en la
parte inferior. En los extremos del
microcanal de esta lamina se situaron las
tomas de entrada y salida. Sobre esta
lamina se situé la capa de hidrogel. Por
Gltimo, se situd el iman permanente por
encima del hidrogel y en su parte
posterior, para poder ubicar el objetivo

e -
|
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4.6.3 Evaluacion.

La evaluacion consistio en la entrada de suero fisiolégico con NPMs por el primer conector
para poder detectar posibles fugas en el lab on a chip. Se detectaron pequefias fugas en la base de
los conectores que fueron eliminadas con soldadura fria (cianoacrilato). Se realizé un nueva
inyeccion de suero observandose la desaparicién de las fugas (figura 14).

4.6.4 Puesta en funcionamiento.

Este proceso es el que proporciona los resultados para poder ser discutidos. Para ello, se
posiciond la cAmara en horizontal frente al lab on a chip, realizandose un primer registro del
movimiento de las NPMs. Posteriormente, se situd el microscopio en posicion horizontal. El
objetivo se dispuso confrontado con la zona anterior del lab on a chip. Para poder situar este
objetivo en esta zona se habilité un espacio (figura 13). Se introdujo el suero fisioldgico con las
NPMs en el primer conector. Por ello, se pudo observar tanto el microcanal como el MMOR, y
poder registrar el movimiento de estas NPMs.
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5. SEGUNDO BLOQUE. Estudio tedrico vy simulacion de la dindmica del complejo
CNK-NPM.

5.1 Materiales y métodos.
5.1.1 Células NK.

Las céelulas NK, un tipo de glébulo blanco, tienen forma esférica y su nucleo es redondeado o
levemente hendido. Sobre este nlcleo se sitla el citoplasma formando un halo alrededor del
mismo [57].

Estas células son linfocitos granulares grandes [20] del sistema inmune innato. Consiguen
eliminar células infectadas o transformadas sin inmunizacién especifica de forma directa [76].

Son un tipo de células del sistema inmunitario innato funcionando como primera linea de
defensa. Comprenden entre el 15 al 29 % de los linfocitos sanguineos circulantes. Se encuentran
en el plasma sanguineo, en el bazo, el higado, ganglios linfaticos y médula 6sea roja (figura 7).
En su fenotipo aparece la proteina CD56 que pueden reconocer la parte Fc (fragment
crystallizable regién) de los anticuerpos [76] y carecen del receptor asociado de linfocitos T
(CD56+ CD3-). Existen 2 subtipos de cé¢lulas NK atendiendo a la densidad de expresion de la
proteina CD56: NK dim y NK bright. Las primeras se identifican por la expresion del receptor de
la fraccion constante de las inmunoglobulinas (CD16) y la pequefia expresién de CD56. Las
segundas tienen una gran expresion de CD56 no existiendo tanto CD16 como Miller
immunoglobulin-like receptors (KIR). Ambos subtipos de células NK adquieren funciones
diferentes. De este modo, las células NK dim son las que intervienen en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (CCDA). Para ello, utilizan el receptor CD16. Producen la respuesta
inmune innata inmediata sobre células tumorales o infectadas. Las células NK bright muestran
propiedades inmunorreguladoras por la generacion de citocinas como el interferén gamma (IFN-
), factor estimulante de colonias de granulocitos y factor de necrosis tumoral alfa, entre otras.
Ostentan mayor capacidad de proliferacion. Aproximadamente, en individuos sanos, el 90% de
las células NK de sangre periférica y del bazo son NK dim, mientras que y la mayor parte de las
células NK bright se concentran en los ganglios linfaticos. En pacientes con cancer, existe un
mayor porcentaje de células NK bright en sangre periférica [77].

Por ello, no poseen las moléculas de membrana que caracterizan a las células T y B. Estas
células atacan a una gran variedad de microbios infecciosos y algunas células tumorales de
surgimiento espontaneo. Eliminan cualquier célula del organismo que contenga en su membrana
proteinas andmalas extrafias. Esto se produce por dos vias diferentes. En la primera, la célula NK
al adherirse a la célula extrafia libera granulos cargados de la proteina perforina. Esta proteina se
inserta en la membrana plasmatica de la célula a eliminar generando perforaciones en la misma.
Debido a esto, el liquido extracelular entra en la célula y la destruye en un proceso denominado
citolisis (la célula se hincha y explota). En la segunda, cuando la célula NK se une a la célula a
eliminar, segrega unos granulos que se encuentran cargados con la proteina granzima. Esta actGa
como una enzima proteolitica digestiva que provoca la apoptosis o autodestruccion celular [57].

Otra manera de activar las células NK es por la accion de mediadores solubles, normalmente
citocinas.

La citotoxicidad de estas células se produce sin restriccion del antigeno leucocitario humano
(ALH), una caracteristica importante para la inmunoterapia contra el cancer, aunque, hay que
tener en cuenta que, las células NK obtienen la funcion citotdxica con posterioridad a encontrar
y reconocer moléculas auto-HLA en un proceso definido como “licenciamiento” o educacion de
células NK. Las diferentes funciones de las células NK se encuentra gobernadas por un equilibrio
entre las sefiales recibidas de receptores inhibitorios y receptores de activacion que reconocen los
ligandos de estas células. Por ello, estos receptores requieren mecanismos para que no se
produzcan activaciones involuntarias contra tejidos normales. A estos mecanismos se les define
como "tolerance to self" [78][79].
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Las células NK provienen de los progenitores hematopoyéticos CD34 + multipotente de la
médula 6sea. La maduracion de estas células se produce tanto en la médula dsea como en los
organos linfoides. Estas células, aunque la diferenciacion de las células progenitoras se viera
afectada, pueden permanecer en la sangre periférica. Esto significa que puede existir un
mantenimiento homeostatico en la sangre de alrededor de 2 semanas. Este tipo de células se
duplican cada 13.5 dias [79].

El didmetro de los glébulos blancos es de 10 um, con una susceptibilidad magnética de entre
yee = - 9.2 10%a ycg = - 9.9 10° (el signo negativo informa sobre el diamagnetismo de las
mismas)y una densidad de 1070 kg m-[45].

5.1.2 Fluido.

El fluido a simular fue sangre con densidad de p= 1050 Kg/m*® [80]. La viscosidad de la
sangre depende de diferentes parametros que se tuvieron en cuenta, siendo estos: un microcanal
de diametro 100 my, un hematocrito del 40 % y una viscosidad del plasma de 11=0.00150 N s/
m?2. La viscosidad, para estos parametros, tomo el valor de n=0.00383 N s/ m? [55][80]. La
susceptibilidad magnética y tomd el valor de 0y la permeabilidad magnética la del vacio uy =~

Ho-

5.1.3 MMOR

El microambiente de la médula désea roja se dividid, para efectuar los calculos, en dos tipos
de compartimentos. El primero, por donde circulaba el fluido, entre los diferentes componentes
gue conformaban el microambiente (figura 10), con propiedades anteriormente descritas.

El segundo, la matriz extracelular (figura 11),con componentes que conformaban el
microambiente, con propiedades como la porosidad, densidad y permeabilidad, de 99.6 %, p=
950 Kg/m® [81] y 5.1 10~ 11 m?2, respectivamente [43][55][58] [40][82][21.].

5.1.4 Introduccién de las NPMs dentro de las células.

Existen diferentes métodos para introducir las NPMs en el citoplasma de células. Para que se
produzca este consumo por parte de la célula se han de tener en cuenta diversos factores.

Los factores a tener en cuenta fueron las propiedades de la célula, las propiedades de las NPMs
y el procedimiento que conduce a esta inyeccion de NPMs.

En un trabajo realizado por Nicole Pamme y Claire Wilhelm las NPMs entraron por
endocitosis, sin influencia externa, en macrofagos y células cancerosas del ovario humano. El
consumo de NPMs se encontr6 influenciado por la forma (esférica), el tiempo de incubacion (
entre 1y 6 h.) y el tamafio de las células [29].

Con la utilizacion de un iman externo estatico se produjeron varias mejoras. E. P. Furlani et al
(2012) [12] redujeron el tiempo del consumo celular de NPMs a 10 min. Consiguieron una
elevada tasa de transfeccion (figura 1) para dosis bajas de NPMs. Su método puede ser utilizado
para células no permisivas a la entrada de NPMs.

Un método para la introduccion de NPMs en células NK lo utilizaron Eue-Soon Jan et al.
(2012) (figura 15) creando un campo de gradiente aplicado durante 30 min. El porcentaje de
NPMs en el interior de la células NK con una concentracion inicial de las mismas de 5y 20 ug
Fe/ml fue del 41 % y 93.2 % respectivamente. A las 72 h estos porcentajes disminuyeron hasta
los 3%y 22 % debido a la proliferacion de las células o a la exocitosis de las NPMs [31].
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Figura 16 .Rotacion de control DMF de nanoparticulas magnéticas. (A) Representacion esquematica del generador
DMF. El dispositivo gobierna la rotacion y el movimiento de nanoparticulas magnéticas (SPION) con un campo de
baja frecuencia (10 40 Hz). A diferencia de los generadores de campos magnéticos alternos conocidos, el generador
DMF hace que las nanoparticulas giren alrededor de su propio eje. (B) Principio de funcionamiento del generador
DMF: induccion remota de apoptosis. Cuando las nanoparticulas dirigidas (LAMP1-SPIONS) entran en contacto con
las membranas celulares, su internalizacion puede mejorarse mediante la activacion de la rotacion lenta de las
nanoparticulas. Esto provoca un movimiento de rotacion (rodar) de las nanoparticulas a través de la membrana celular
que, finalmente, se internalizan. Una vez internalizadas, las LAMP1-SPION entran en los lisosomas y se unen a la
membrana lisosomal. Cuando la DMF se activa en este punto, las nanoparticulas comienzan a rotar y las fuerzas de
cizallamiento resultante provocan lesiones en la membrana lisosomal. Esto, a su vez, produce la fuga del contenido
lisosémico hacia el citoplasma, lo que genera una disminucidn de su pH y, posteriormente, la apoptosis. Imagen
obtenida de Dynamic Magnetic Fields Remote-Control Apoptosis via Nanoparticle Rotation. Enming Zhang et al.
(2014).

Mahendran Subramanian et al. (2017) utilizaron una matriz magnética, de polos alternantes,
oscilante, con frecuencia de oscilacion de 3 H,, desplazamiento 2 mm y gradiente de campo
magnético de entre 100-200 T/m aplicado durante 30 min para la introduccion de NPMs en
distintos tipos de células. Estas NPMs tenian carga positiva en su superficie. La proporcion de
NPMs introducidas en el interior de las células variaba con el tipo de células. En concreto, para
células SH-SY5Y el porcentaje de transfeccion (figura 1) fue de 82.33% +3.88% llegando al 48
% a las 48 horas [33].

Con un generador de campo magnético dindmico (DMC) se cre6 un gradiente de campo
magnético para hacer rotar a las NPMs consiguiendo superar tanto la barrera de la membrana
plasmética como la de los endosomas. Este trabajo lo realizaron Enming Zhang et al. (2014)
(figura 16) consiguiendo introducir en estos endosomas hasta un 13.3% + 2.3% de las NPMs
después de 20 min. y a 20 Hz de aplicacion del DMC. Este consistia en una matriz de sistemas de
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bobinas multifase que se movian acercandose y alejandose unas de las otras [32].

5.2 Estudio de la trayectoria del complejo CNK-NPM bajo un campo magnético.

El movimiento de células NK, en cuyo interior se alojaron NPMs (complejo CNK-NPM),
en un fluido influenciadas por un campo magnético externo se encontraba afectado por diferentes
fuerzas. Entre estas fuerzas se incluian las fuerzas magnéticas y fluidicas, fuerza de la gravedad,
fuerzas de flotabilidad (buoyancy), dindmica browniana, y fuerzas de elevacion (si se toma la
célula NK como circular) [45].

De entre ellas, las que mas influencia produjeron sobre el complejo CNK-NPM en su
movimiento, tomando como referencia el tamafio de las células, de 10 um de didametro, su
velocidad y el diametro del microcanal fueron las fuerzas magnéticas, fluidicas, gravitacionales
y de flotabilidad [45][83].

5.2.1 Ecuacion del movimiento

Para poder determinar la trayectoria del complejo CNK-NPM se utilizd el mismo
procedimiento que en el primer bloque. Por ello, se aplic6 la segunda ley de Newton, como se
expresa a continuacion.

mcel'7:Fm+Ff+Fg’b (EC25)

Donde, Mcer Y Veer SON la masa y la velocidad del complejo CNK-NPMy Fm, Fr,y F ), son las
fuerzas magnética, fluidica y gravitacional-flotabilidad, respectivamente.

La masa de la célula NK se calculé utilizando su densidad y volumen. Esta masa fue de 5.6
1023 kg.

Las células NK son diamagnéticas por lo que se les generd una fuerza magnética de repulsién
en contra del campo magnético. En este trabajo, se desprecié esta fuerza porque, aunque el
volumen de las células era del orden de 3 veces superior al de las NPMs, su susceptibilidad
magnética fue del orden de 6 veces inferior [83]. En conjunto la fuerza magnética sobre las NPMs
fue del orden de 3 veces superior a la fuerza magnética sobre las células.

El movimiento del complejo CNK-NPM en el fluido, al igual que en la NPM, fue del tipo
transporte dominado por la deriva. Este movimiento es debido a su tamafio como puede
desprenderse del criterio de Gerber et al. (1983) [46]

5.2.2 Fuerza magnética

La fuerza magnética en el complejo CNK-NPM (figura 5) [49] se definid utilizando el método
del momento dipolar "efectivo” m,.¢¢ que se producia en la célula debido a las NPMs alojadas
en su interior [50][29][84]. Con ello, se determind el nimero de NPMs alojadas en el interior de
la célula.

Dos estudios aportaron la  cantidad maxima de NPMs que podian alojarse  en el interior
de diferentes células. Ambos, analizaron, desde dos perspectivas diferentes, la maxima cantidad
de NPMs en macréfagos, llegando a la misma conclusion.

El maximo momento dipolar efectivo para una célula con NPMs en su interior, con un periodo
de incubacién de una hora y un didmetro 9 + 1 um, fue de 4 10"* A m2. La méaxima distribucion
de NPMs, en el interior de un monocito, un tipo de glébulo blanco fue de 2 pg (picogramos) [84]
que aporté un momento dipolar efectivo de de 1.45 10** A m?, muy similar al anterior.

El diametro de una NPM fue de 40 nm. Para calcular su momento dipolar "efectivo", myesr, en
saturacion se realizd el producto de la magnetizacion de saturacion de la NPM, Mg, =
4.78-10° A/m y el volumen de la misma. La saturacién se conseguia para campos magnéticos de
0.3 T o superiores [29].

VNPM = %'l'[R3 (6026)
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4
Vnpm = 5“(20 107°)% = 3.3510723m?

Mpett = MspVnpm (ec.27)
my, . = 4.7810°3.351072% = 1.6107'7A m?

El momento dipolar efectivo para una célula NK cargada con NPMs, mg.rr, Se
definié de 4 10"*Am? Conociendo este m..rr y el myerde la NPM, se pudo determinar el
numero de NPMs que se debian introducir por célula.

. 41071
N_NPMS = W = 34.863

La fuerza magnética sobre el complejo CNK-NPM qued6 definida como
Fn = .uf(mc,eff V7)H, (ec.28)

donde i es la permeabilidad magnetica del fluido por el que fluye el complejo CNK-NPM,
m. ;s es el momento dipolar "efectivo” del complejo CNK-NPM, y Ha es la intensidad del
campo magneético externo generado en el conjunto de NPMs. Se debe contemplar que la m ¢ ¢
quedo definida por el conjunto de m,, ¢,y que estas dependian de Ha.

Los calculos para lam,, . quedaron definidos en el bloque 1.

Para determinar la susceptibilidad magnética del complejo CNK-NPM y..;, se partio de su

—-13
Doeff - *19 7 _— 763.9 A/m,
Vel (gn. (5 10—6))

donde Vi es el volumen de la célula NK, se calculé la magnetizacién de este complejo.
. p L. Mo 763.9
Seguidamente, se evalud la y..; con la expresion y..; = =T generando un valor de
a .
7.1110%.

En este segundo bloque, no es de aplicacion el modelo utilizado en el bloque 1, debido a que
X < 1 utilizdndose, en este caso, la y..; para realizar los célculos.

m..rr Y su volumen. Utilizando la expresion M., =

El iman permanente que fue utilizado tenia una magnetizacion de saturacion de Ms
=1.35/(4*1*107)= 10.7-10° A/m (B,=1.35 T).

La expresion de la fuerza magnética quedd definida como

Fn(x,y) = Fpx(x, )X + me(x' )y (ec.29)
donde
— Ms [ Ms CAw)?+y-m)?
me(x' 3’) = Uy Veer f(Ha) Py <4n’ (ln ((x+w)2+(y+h)2)
(x—w)%+(y—h)? x+w x+w x—w x—w
In ((x—w)2+(y+h)2)) ((x+w)2+(y-h)2 T (eAw)2+(y+h)2  (x—w)2+(y—h)?2 (x—w)2+(y+h)2) +

Ms -1 2 h(x+w) _ -1 2h(x-w) y—h _ y—h _
2T (tan ((x+w)2+y2—h2) tan ((x—w)2+y2—h2)) ((x+w)2+(y—h)2 (x—w)2+(y—h)?

y+h + y+h )> (M)

(x+w)2+(y+h)2  (x—w)2+(y+h)?

M [ Ms (x+w)?+(y—h)?
me(x' ¥) = tho Veer f(Hg) o <a (11’1 ((x+w)2+(y+h)2) -

In ((x—w)2+(y—h)2)) ( h (y%2—(x+w)?—h?) h (y%2—(x—w)?—h?) )

(x—w)2+(y+h)? ((c+w)2+y2—h2)2 44 hR2(x+w)?  ((x—W)2+y?—h?)2+4 h?(x—w)?
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My -1 2 h(x+w) _ -1 2h(x-w) 2hy(x—-w) .
<2n (tan ((x+w)2+y2—h2) tan ((x—w)2+y2—h2))> (((x-w)2+y2—h2)2+4 2 (x—w)2

2hy (x+w)
(tw)2+y2—h2)2+4 h2(x+w)2) (ec.31)

5.2.3 Fuerza fluidica.

La aproximacion de Stokes para la fuerza sobre una particula esférica se utilizdé para poder
obtener la fuerza fluidica (figura 5) sobre el complejo CNK-NPM. En el primer bloque quedd
reflejado las condiciones que se debian cumplir para su utilizacion.

Fr = —6mnRe1(Veer — Vr) (ec.32)

donde Ve Y Reer €ran la velocidad y el radio de la célula, respectivamente, y n la viscosidad
de la sangre [83].

Atendiendo al efecto Fahraeus-Linquist (figura 17), el flujo de sangre se toma como no
newtoniano cuando esta circula por un microcanal con diametros de entre 10 a 100 um. Este
hecho se produce porque la sangre aparenta una disminucion en su viscosidad y en la cantidad de
células que circulan debido a que se dirigen hacia el eje medio del microcanal [47][55].
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Figura 17 . Efecto Fahraeus-Linquist. Viscosidad aparente relativa en funcion del diametro del vaso sanguineo y
del hematocrito. Imagen obtenida de Analytical model of magnetic nanoparticle transport and capture in the
microvasculature.E. P. Furlani and K. C. Ng.

En este trabajo, para un microcanal y una célula de 100 um y 10 pum de diametro,
respectivamente, este efecto se encontraba en el limite del ambito de aplicacion. Por este motivo,

se tom¢ la viscosidad constante y las células uniformemente distribuidas, atribuyéndose al flujo
como newtoniano.

Para calcular la ecuacion anterior, hacia falta obtener el campo de velocidades de la sangre,
Vr(t)- También, era preciso definir las condiciones iniciales de la posiciony de la velocidad de la

célula para poder determinar su trayectoria.

La velocidad de la sangre se determiné aplicando las mismas condiciones que en el primer
bloque. Para poder definir si el flujo era laminar o turbulento se analizé el nimero de Reynolds,
Re, en el microcanal.

R, = L2 (ec.33)
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Donde vs es la velocidad de la sangre 0.0001 m/s [53], D es la longitud caracteristica (el
didmetro hidraulico) de 100 pum, p es la densidad de la sangre y 1 su viscosidad.

El limite entre el flujo en régimen laminar y turbulento se encuentra aproximadamente en
torno al valor de 2300 [54][55]. En el caso que nos ocupaba
_0.0001-100-10%-1.050-10%

R, = (ec.34)

3.83-1073

Por lo que, al estar el valor de 2.74 [55] muy por debajo de 2300, el flujo fue del tipo laminar.
El fluido fluyo de la misma forma que en el primer bloque y la fuerza fluidica sobre la célula se
comportd de manera analoga.

La velocidad del fluido siguié la ley de Poiseuille. Al ser las variaciones temporales de la
velocidad del fluido muy lentas, el fluido tomé en cada momento la distribucion de Poiseuille
correspondiente a esa velocidad media.

2
Vrx (V) = 20¢ [1 - %] (ec.35)

Donde Ry es el radio del microcanal y v; es la velocidad media en el canal (promediada en la
seccidn del canal). Para obtener la componente de la fuerza en el eje Y, se sustituyd la velocidad
de la célula en la (ec.32), mientras que para poder determinarla en el eje X se sustituy6 la (ec.35)
en la (ec.32) [47].

Fry = —6mnRce1Vy cer (ec.36)
2
Fey = —6TNR ¢ {Vx,cel — 27f [1 - ;21—172]} (ec.37)

donde Vx y Vy eran las dos componentes de la velocidad de la célula.

5.2.4 Fuerza gravitatoria y de flotabilidad (buoyancy).

Las fuerzas gravitatoria y de flotabilidad (figura 5) influyen en el movimiento cuando el
didmetro de la particula se acerca a los 10 um. Este concepto es valido cuando el valor de las
fuerzas implicadas esta en torno a los 0.1 pN. En este tipo de trabajos, este valor de la fuerza es
el que predomina [45].

En este trabajo se tomo las fuerzas gravitatoria y de flotabilidad trabajando conjuntamente. La
expresion que relacionaba estas dos fuerzas se expresé como:

Fgp = _Vcel(pcel - Pf)g (ec.38)

donde F, es la fuerza gravitacional-flotabilidad, y Ve, pcer, pf Y 9 son el volumen de la
célula NK, su densidad, la densidad del fluido, y la aceleracion debida a la gravedad,
respectivamente.

Esta fuerza solo tiene componente vertical. En las ecuaciones siguientes se introdujo en la
ecuacion que representaba al eje Y. Se expreso de la siguiente manera:

Fgpy = _Vcel(pcel - pf)g (ec.39)
5.2.5 Determinacion de la trayectoria del complejo CNK-NPM.

Para realizar la evaluacién de la (ec.25) y poder calcular la trayectoria del complejo CNK-
NPM, se descompuso esta en las dos dimensiones del espacio donde se iba a analizar esta
trayectoria.

vy ce
Meey * ;t ‘= my(x’ y) - 67"]Rcelvy,cel - Vcel(pcel - Pf)g (M)
Oy ce _ 2
Meel " 5, = By (x,¥) — 6TNR e {vx,cel — 27 [1 - ;_vz]} (ec.41)
d d
Vx,cel = d_): Vy,cel = d_i (ec.42)
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Las ecuaciones anteriormente expuestas conformaban un sistema de ecuaciones diferenciales
de primer orden, EDOs, que se podrian resolver si se conocian los valores iniciales del
movimiento X(0), y(0), Vx.cel(0) Y Vy,cei(0).

5.3 Migracién del complejo CNK-NPM al MMOR.
5.3.1 Paso de las células a través del endotelio capilar.

Los sinusoides (figura 7) de la médula dsea roja son capilares grandes, del orden de 100 umy
tortuosos. Estan constituidos por una Unica capa de células endoteliales con fenestraciones
grandes. Entre estas células existen hendiduras intercelulares muy grandes que dejan paso a las
células sanguineas. Los sinusoides se encuentran recubiertos de una membrana basal incompleta
0 ausente [57].

Las células NK, por el proceso definido como migracién, ruedan y se fijan a las células
endoteliales (figura 7). Posteriormente se introducen en la médula dsea roja por las hendiduras
existentes entre dichas células. Para ello, en las células epiteliales se encuentran las selectinas,
que frenan y hacen rotar a las células NK y en estas se sittan las integrinas que la adhieren al

epitelio [57][85].

Por este motivo, las células, al traspasar el endotelio capilar, comienzan de nuevo su
movimiento, a través del MMOR, siendo su velocidad inicial nula.

5.3.2 Ecuacion del movimiento

El complejo CNK-NPM se mueve en este microambiente a través de los diferentes
componentes que lo conformaban .

La composicion de este MMOR quedé explicada en el primer blogue de este trabajo.

La ecuacion del movimiento aplicada al complejo CNK-NPM tuvo la misma expresion que la
utilizada en el vaso sinusoide. EI campo magnético que produjo el movimiento del complejo
CNK-NPM en el MMOR fue de la misma forma que en el vaso anteriormente citado. La fuerza
gravitacional-flotabilidad sobre el complejo CNK-NPM en este microambiente tomd el mismo
valor que en el sinusoide. Por tanto, son aplicables los mismos conceptos fisicos.

5.3.3 Fuerza fluidica.

El concepto fluidilico en el MMOR vari6 con respecto a los sinusoides de mayor tamafio. La
variacién en el MMOR se produjo por ser un medio poroso. EI movimiento del fluido quedd
definido por la ley de Darcy. Esta ley aparece debido a la porosidad (o tortuosidad) del
microambiente. EI microambiente esta constituido por diferentes elementos definidos en el primer
blogue. La Ley de Darcy aport6 la velocidad del fluido en un medio poroso [55][61].

La fuerza fluidica quedo6 definida por la aproximacion de Stokes. La velocidad del fluido se
determind utilizando la ecuacion de Darcy. Esta aproximacion siguio siendo valida al ser la misma
célula y la velocidad del fluido inferior que en el sinusoide. Este decrecimiento en la velocidad
fue debido a la tortuosidad y amplitud del microambiente.

Ff = _67T77Rcel(vcel - Vf) (ec.43)
donde v: es la velocidad del fluido y 7 su viscosidad.

La velocidad del fluido se determin6, con el mismo sistema de coordenadas que para los
sinusoides. El flujo fue laminar puesto que el didmetro en el MMOR tenia una amplitud mucho
mayor que en el sinusoide. Este flujo sigui6 la direccién paralela al eje Y.

5.3.3.1 Ecuacion de Darcy.

El modelo de Darcy fue el mas adecuado a utilizar. Esta eleccidon qued6 definida en el primer
bloque. Esta ecuacién se expresa como:

VP = %vf (ec.44)
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donde k es la permeabilidad del MMOR.

El fluido, al igual que en el primer blogue, fue estacionario con velocidad en el MMOR igual
ao.

La fuerza en el complejo CNK-NPM debida al fluido se expreso utilizando la aproximacion
de Stokes. La fuerza de arrastre se definié como:

ny = _67”7Rcel(vcel,y) (ec.45)

fo = _67T77Rcel(vcel,x) (ﬂ)
5.3.4 Determinacion de la trayectoria del complejo CNK-NPM.

Para calcular la trayectoria del complejo CNK-NPM, se descompuso la ecuacion del
movimiento en las dos dimensiones del espacio.

v 1
Meey a:_e _Fm+Ff+ng
0Vcey,
Meey atly = me(x; y) — 67777Rcel(vcel,y) - Vcel(pcel - ,Df)g (ec.47)
el x
Meep * atl = Fpx(x,y) — 67777Rcel(vcel,x)
(ec.48)
dx dz

Veelx = E ;vcel,y = E (9049)

Estas ecuaciones conformaban un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs.
Estas ecuaciones podian ser resueltas si se conocian los valores iniciales del movimiento x(0),

y¥(0), vx(0) y vy(0).
5.4 Simulacion de las trayectorias de los complejos CNK-NPM en el MMOR.

Se realiz6 la simulacion de las trayectorias de los complejos CNK-NPM en el seno de un fluido
(sangre) y su posterior migracion al MMOR, influenciadas por un campo magnético externo. Para
ello, se utilizaron las mismas interfases que en el primer blogue a excepcion del andlisis de las
trayectorias de los complejos CNK-NPM en los dos compartimentos. Este analisis se realiz de
manera independiente. Esto se debid a la migracién de los complejos CNK-NPM. Estos complejos
CNK-NPM se adhirieron a la pared del sinusoide, quedando inmdviles. La simulacion en el
MMOR, comenz6 con una nueva velocidad inicial de los complejos CNK-NPM igual a cero.

La manera de proceder en la simulacién fue analoga al primer bloque. En este caso se simuld
sangre como fluido. Los conceptos fisicos y las geometrias permanecieron invariables con
respecto a la simulacion del primer blogue. En cambio, las propiedades que se utilizaron para
realizar esta simulacion fueron las de cada uno de los elementos que constituian los diferentes
tejidos (sanguineo, epitelial y conectivo).

Se realizaron dos simulaciones. La primera, describi0 las trayectorias de los complejos CNK-
NPM a través del sinusoide. La segunda, aporté las trayectorias de los complejos CNK-NPM en
el MMOR.

La posicion inicial de los complejos CNK-NPM en la segunda simulacion coincidi6 con la
posicion final de los complejos CNK-NPM de la primera.

El célculo de estas trayectorias se realizd de manera analoga al primer bloque.

A continuacion, se describen los materiales que formaban parte de cada geometria generada.
Para simular el fluido en el sinusoide se utiliz6 sangre. Las propiedades a utilizar fueron la
densidad, la viscosidad, la susceptibilidad magnética y; = 0 y la permeabilidad magnética del
vacio py = po.

Para efectuar los célculos del MMOR se dividi6 este en dos tipos de compartimentos. El
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primero, por donde circulaba el fluido. EI segundo, la matriz extracelular con propiedades como
la porosidad, densidad y permeabilidad. El iman permanente y las nanoparticulas magnéticas que
se utilizaron fueron los mismos que en el primer bloque.
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6. RESULTADOS.

En este trabajo, se realiz6 el disefio, construccion y evaluacién de un lab on a chip haciendo
uso de célculos analiticos y simulados, para poder cuantificar su validez. Posteriormente, se
efectud un andlisis y obtencion de datos, simuladamente, del movimiento del complejo CNK-
NPM para la futura fabricacién de un lab on a chip utilizando este complejo.

6.1 Estudio fisico de la trayectoria de la NPM en el microcanal.

El primer paso, para poder determinar la trayectoria de la NPM, fue calcular analiticamente
las diferentes fuerzas que actuaban sobre ella en el microcanal (figura 8). Estas fuerzas
correspondian a fuerzas magnéticas y fluidicas. Las primeras se generaban debido a un campo
magnético externo producido por un iman permanente con calidad N45 (neodimio), rectangular
con propiedades como la magnetizacion de saturacion Mgy la densidad de campo magnético B..
Las segundas, aparecian al circular la NPM por suero fisioldgico con propiedades como la
viscosidad v, densidad pr, la susceptibilidad magnética y, y la permeabilidad magnética u .

6.1.1 Calculo de la fuerza magnética.

La fuerza magnética se calculd utilizando la (ec. 3) para una magnetizacion de la NPM M, en
saturacion M. Esta fuerza se descompuso en los ejes X (ec. 5) e Y (ec.6) para poder realizar los
calculos. En las gréaficas 1y 2, puede apreciarse el valor de las fuerzas magnéticas en el eje x e y,
respectivamente.

A B

Gréfica 1. Fuerza magnética en el eje X sobre la NPM
en el microcanal. A) Representacion general de la
fuerza. B) Detalle de fuerzas positivas y negativas en
el entorno de la MPM. C) Detalle de la zona de
aplicacion sobre la NPM.
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Gréfica 2. Fuerza magnética en el eje Y sobre la NPM en el microcanal. A) Representacion general de la fuerza. B)
Detalle de la zona de aplicacion sobre la NPM.

6.1.2 Calculo de la fuerza fluidica.

La fuerza fluidica se calculé utilizando la aproximacion de Stokes (ec. 7). El fluido se tomo
como estacionario y en régimen laminar. Para determinar esta fuerza hizo falta calcular la
velocidad del fluido. La componente de esta velocidad en el eje Y fue nula. La componente en el
eje X se definio6 con la (ec.10). Para poder realizar los célculos de esta fuerza, se descompusieron
las velocidades en sus ejes correspondiente aportando las ecuaciones (ec.11) y (ec. 12).

6.1.3 Calculo de la trayectoria de la NPM.

Para determinar la trayectoria de la NPM se introdujeron las ecuaciones precedentes en las
ecuaciones del movimiento (ec. 13) (ec. 14). Estas ecuaciones, junto a la (ec. 15) constituian un
sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs. Para poder calcular estas EDOs se
definieron los valores iniciales del movimiento. Estos valores iniciales fueron x(0)=0, y(0)=-100
10 m, vx(0)= 10* m/s y vy(0)=0. El programa Maple generé el resultado de estas EDOs
obteniéndose la grafica 3 de la trayectoria de la NPM. Los resultados cuando la NPM alcanza la
pared del microcanal son los siguientes:

t=6.20 103 s, vy(t) =2. 00 10* m/s, vy(t) = 2.22 10° m/s, x(t) = 6.20 107" m, y(t) = 6.98 10 m.
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Gréfica 3. Representacion de la trayectoria de la NPM en el microcanal. A) Trayectoria 3D donde se aprecia la
evolucion de la posicion de la NPM en el tiempo. B) Representacion esquematica de la trayectoria dela NPM en los

ejesXeY.

6.2 Migracion de la NPM al MMOR.
El segundo paso, para poder determinar las trayectoria de la NPM, fue calcular analiticamente

las fuerzas que actuaban sobre ella en el MMOR (figura 8). En el MMOR, las ecuaciones para la
fuerza magnética permanecieron invariantes. Sin embargo, debido a la diferente disposicion

espacial de la NPM con respecto a la seccion anterior, las componentes de la fuerza magnética
tomaron diferentes valores como pudo apreciarse en la gréfica 4.
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Gréfica 4. Fuerza magnética en los ejes X e Y sobre la NPM en el MMOR. A) Detalle de la zona de aplicacion sobre
la NPM en el eje X. B) Detalle de la zona de aplicacion sobre la NPM en el gje Y.

Las ecuaciones para la fuerza fluidica difirieron de las del apartado anterior. Esta fuerza

aparecia al circular la NPM por gel de agarosa con propiedades como la permeabilidad k,
porosidad %, la viscosidad n, la susceptibilidad magnética x, y la permeabilidad magnética u .

Al variar estas ecuaciones, se realizé un nuevo calculo, tomando como valores iniciales del
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movimiento de la NPM los valores finales obtenidos de su movimiento en el microcanal.
6.2.1 Céalculo de la fuerza fluidica.

La fuerza fluidica se calcul6 utilizando la aproximacion de Stokes (ec. 16). La velocidad del
fluido se determind utilizando la ecuacion de Darcy (ec. 17). Esta ecuacion aportd que la
velocidad del fluido en el MMOR tomara el valor de 0. Al ser la velocidad del fluido 0 la expresion
de la fuerza fluidica quedd definida por las ecuaciones (ec. 19) y (ec. 20).

6.2.2 Calculo de la trayectoria de la NPM.

La trayectoria de la NPM se calcul6 utilizando las ecuaciones (ec. 21), (ec. 22) y (ec. 23). Estas
ecuaciones, formaban un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs. Para
poder resolver estas EDOs se definieron los valores iniciales del movimiento. Estos valores
iniciales fueron x(0)=6.20 10" m, y(0)=0, vx(0)= 2 10" m/s y vy(0)=2.22 10° m/s. El programa
Maple genero el resultado de estas EDOs obteniéndose la gréfica 5 de la trayectoria de la NPM.
Los resultados cuando la NPM alcanza la zona superior del MMOR son los siguientes:

t=6.75 1078 s, v(t)=2.97 102 m/s, v,(t)=3.30 10" m/s, x(t)= 6.20 107" m, y(t)=1.50 102 m.
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Gréfica 5. Representacion de la trayectoria de la NPM en el MMOR. A) Trayectoria 3D donde se aprecia la
evolucion de la posicion de la NPM en el tiempo. B) Representacion esquematica de la trayectoria dela NPM en los
ejesXeY.

6.3 Simulacion de las trayectorias de las NPMs.

Para poder obtener las trayectorias de las NPMs de manera simulada se utilizé el programa
COMSOL Multiphysics®. Este programa simulaba el movimiento de NPMs por un fluido en un
microcanal y la posterior salida de estas NPMs al MMOR influenciadas por un campo magnético
externo. Para ello, se definié un modelo que englobaba las dimensiones, las fisicas y los estudios
a realizar. Se definieron las geometrias, los materiales, los parametros globales, las fisicas
(interfaces) y los estudios.

La densidad del campo magnético resultante debido al iman permanente se mostré en la figura
18. Se aprecio como la densidad de campo es alta en el contorno del iméan e iba decayendo al
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aumentar la distancia al mismo. Esta densidad dependi6 del tamafio y disposicion del imén. En
este trabajo se maximizé la disposicion para poder disminuir el tamafio del iman.

Surface: Magnetic flux density norm (T) Arrow Surface: Magnetic flux density
mm T T T T T

16

14|

10+

1 0.4

103

0.2

0.1

: : : : e 128*10_& -
0 5 10 15 mm

Figura 18. Densidad de flujo magnético generada por el iman permanente sobre las NPMs en el microcanal y el
MMOR. Los valores sobre/bajo la columna de medida de la densidad reflejan sus valores maximo y minimo. Imagen
obtenida con el programa COMSOL Multiphysics®

La determinacién de las trayectorias de las NPMs quedo definida en la siguiente simulacidn.
Se observé como al comenzar esta la velocidad de las NPMs era relativamente baja comenzando
a aumentar conforme se acercaban al iman, como era de esperar. Este hecho se debi6 tanto a la
cercania de las NPMs al iman como al aumento en el gradiente de campo magnético debido al
aumento en la velocidad de las NPMs. Esta simulacion se represent6 en la figura 19.
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Figura 19. Simulacién de la trayectoria de las NPMs en el microcanal y el MMOR.
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6.4 Fabricacidon de una plataforma microfluidica, lab on a chip.

Para poder reproducir experimentalmente las trayectorias de las NPMs en el interior del
microcanal y del MMOR influenciadas por un campo magnético externo se realizo el disefio,
construccidn, evaluacion y puesta en funcionamiento de un lab on a chip.

6.4.1 Disefio.

En el disefio se analizaron las propiedades, parametros y caracteristicas de las NPMs, del iman
permanente, del microcanal, del depésito que contenia al MMOR, del fluido que circulaba por el
microcanal y el material que constituiria el MMOR.

Se optd por las NPMs definidas en la seccion 4.1.1. Esta eleccion se debid a que el tiempo de
saturacién fuera lo mas pequefio posible y que fueran lo mas pequefias posible.

El iméan permanente se definid en la seccién 4.1.4. La clase de imén y sus dimensiones se
obtuvieron de la experiencia previa con este tipo de experimentos.

Las dimensiones del microcanal venian impuestas por el tamafio del sinusoide a reproducir.
Para fabricar el microcanal se utiliz6 PMMA. La descripcion de este microconducto se describio
en la seccion 4.1.5.

El depdsito que albergaba al MMOR se fabricd del mismo material que el microcanal. Las
dimensiones estaba condicionadas por el tamafio de la médula dsea roja infantil. Su descripcion
se encuentra definida en la seccién 4.1.5.

El fluido que fluia por el microcanal fue suero fisioldgico por sus propiedades analogas al
plasma sanguineo. Las caracteristicas de este fluido se definieron en la seccién 4.1.2.

Para el MMOR se utiliz6 gel de agarosa por tener caracteristicas analogas a la_matriz
extracelular. Las propiedades de este gel se definieron en la seccion 4.1.3.

6.4.2 Construccion.
La fabricacion del lab on a chip se realiz6 en diferentes etapas.

En la primera, la construccidn del microcanal se realiz6 con el proceso indicado en la seccidn
4.6.2.

Para la inyeccion del suero fisiolégico con las NPMs se utilizé un jeringuilla sobre un conector
como quedo especificado en la seccion 4.6.2.

Se utilizé un deposito para poder introducir el gel de agarosa en su interior. Las caracteristicas
de este deposito se describieron en la misma seccidn citada anteriormente.

6.4.3 Evaluacion.

Para el correcto funcionamiento del lab on a chip se realiz6 la evaluacion del mismo. Se
encontraron diferentes fugas en la base de los conectores de entrada. Se corrigieron utilizando
soldadura fria.

6.4.4 Puesta en funcionamiento.

La puesta en funcionamiento del lab on a chip tenia como funcidn la obtencion de datos para
su posterior discusion. El resultado final pudo apreciarse en el siguiente registro.
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Imagen 1.Instantanea de las trayectorias de las NPMs en el la bon a chip.

6.5 Estudio de la trayectoria del complejo CNK-NPM en el microcanal.

Para poder determinar la trayectoria del complejo CNK-NPM fue necesario definir la inclusion
de las NPMs en el interior de células NK. Para ello, se analizaron diferentes métodos para poder
introducir las NPMs dentro de esta célula. Seguidamente se determind el momento dipolar
efectivo y el nimero méximo de NPMs que podian introducirse en la célula.

Las fuerzas que aparecieron en el complejo CNK-NPM fueron analogas a las aplicadas a la
NPM en la seccion 4.2.1. Ademas, por el tamafio de la célula NK, se aplicaron las fuerzas
gravitacional y de flotabilidad. Se utiliz6 el mismo iman permanente que en la seccién 4.2.1. La
fuerza fluidica aparecid al circular el complejo CNK-NPM por la sangre con propiedades como
la viscosidad n, densidad pr, la susceptibilidad magneética x y la permeabilidad magnética i .

6.5.1 Calculo de la fuerza magnética.

La fuerza magnética se calculd utilizando la (ec. 28) para el momento dipolar efectivo del
complejo CNK-NPM m_ .. Esta fuerza se descompuso en los ejes X (ec. 30) e Y (ec.31) para

poder realizar los calculos. . En las gréficas 6 y 7, pudo apreciarse el valor de las fuerzas
magnéticas en el eje X e Y, respectivamente.
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Gréfica 6. Fuerza magnética en el eje X sobre el complejo CNK-NPM en el microcanal. A) Representacion general de
la fuerza. B) Detalle de la zona de aplicacion sobre el complejo CNK-NPM.
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Gréfica 7. Fuerza magnética en el eje Y sobre el complejo CNK-NPM en el microcanal. A) Representacion general de
la fuerza. B) Detalle de la zona de aplicacion sobre el complejo CNK-NPM.

6.5.2 Calculo de la fuerza fluidica.

La fuerza fluidica se determiné utilizando la aproximacion de Stokes (ec. 32). Las condiciones
gue se debian cumplir para la aplicacion de esta aproximacion se describieron en la seccién 4.2.4.
El flujo de sangre se tomd como Newtoniano atendiendo al efecto Fahraeus-Linquist. Para
calcular esta fuerza hizo falta determinar la velocidad del fluido. La componente de esta velocidad
en el eje Y fue nula. La componente en el eje X se defini6 con la (ec. 35). Para poder realizar los
calculos de esta fuerza, se descompusieron las velocidades en sus ejes correspondientes aportando
las ecuaciones (ec. 36) y (ec. 37).

6.5.3 Fuerza gravitatoria y de flotabilidad (buoyancy).

Estas fuerzas se aplicaron al tener el complejo CNK-NPM un didametro cercano a los 10 pm.
En este trabajo se tomaron las fuerzas gravitatoria y de flotabilidad trabajando conjuntamente. La
expresion que se utilizo para la definicion conjunta de estas fuerzas se expresoé en la (ec. 38).

6.5.4 Calculo de la trayectoria del complejo CNK-NPM.

La trayectoria del complejo CNK-NPM se calcul6 introduciendo las ecuaciones anteriores en
las ecuaciones del movimiento (ec. 40) (ec. 41). Estas ecuaciones, conjuntamente con la (ec. 42)
constituian un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden, EDOs. Para poder calcular
estas EDOs se definieron los valores iniciales del movimiento. Estos valores iniciales fueron
x(0)=0, y(0)=-100 10 m, v«(0)= 10* m/s y v,(0)=0. El programa Maple generé el resultado de
estas EDOs obteniéndose la gréafica 8 de la trayectoria del complejo CNK-NPM. Los resultados
cuando el complejo CNK-NPM alcanz6 la pared del microcanal son los siguientes:

£=5.00 107 s, Vi(t)=3.82 10 m/s, vy(t) = 2.52 10° m/s, x(t)=1.00 10 m, y(t) =-1.00 10* m.
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Gréfica 8. Representacion de la trayectoria del complejo CNK-NPM en el microcanal. A) Trayectoria 3D donde se
aprecia la evolucion de la posicion del complejo CNK-NPM en el tiempo. B) Representacion esquematica de la
trayectoria del complejo CNK-NPM en los ejes x e y.

6.6 Migracion del complejo CNK-NPM al MMOR.

En el célculo de la trayectoria del complejo CNK-NPM en el MMOR se utilizaron diferentes
fuerzas. La fuerzas magnética, gravitacional y de flotabilidad fueron anéalogas a las aplicadas en
el microcanal. Sin embargo, debido a la diferente disposicion en el espacio del complejo CNK-
NPM con respecto a la seccion anterior, las componentes de la fuerza magnética tomaron
diferentes valores como puede apreciarse en la gréfica 9.
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Gréfica 9. Fuerza magnética en los ejes X e Y sobre el complejo CNK-NPM en el MMOR. A) Detalle de la zona de
aplicacion sobre el complejo CNK-NPM en el eje X B) Detalle de la zona de aplicacion sobre el complejo CNK-NPM
eneleje.

En cambio, en la fuerza fluidica aparecieron variaciones con respecto a la aparecida en el
microcanal. Esta fuerza aparecia al circular el complejo CNK-NPM por el MMOR con
propiedades como la permeabilidad k, porosidad %, la viscosidad m, la susceptibilidad magnética
Xr Y la permeabilidad magnética u .. Debido a la migracion del complejo CNK-NPM, al traspasar
este el endotelio capilar, comienz6é de nuevo su movimiento, a través del MMOR, siendo su
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velocidad inicial nula y la posicidn inicial, la final producida en el microcanal.
6.6.1 Célculo de la fuerza fluidica.

La fuerza fluidica se determiné usando la aproximacion de Stokes (ec. 43). La velocidad del
fluido se calcul6 utilizando la ecuacién de Darcy (ec. 44). Esta ecuacion aport6 que la velocidad
del fluido en el MMOR tomara el valor de 0. Al ser esta velocidad O la expresion de la fuerza
fluidica qued6 definida por las ecuaciones (ec. 45) y (ec. 46).

6.6.2 Calculo de la trayectoria del complejo CNK-NPM.

La trayectoria del complejo CNK-NPM se calculé utilizando las ecuaciones (ec. 47), (ec. 48)
y (ec. 23). Estas ecuaciones, formaban un sistema de ecuaciones diferenciales de primer orden,
EDOs. Para poder resolver estas EDOs se definieron los valores iniciales del movimiento. Estos
valores iniciales fueron x(0)=1.00 10 m, y(0)=0, v«(0)=0 y vy(0)=0, debido a que el complejo
CNK-NPM comienza de nuevo el movimiento en el MMOR. El programa Maple generé el
resultado de estas EDOs obteniéndose la grafica 10 de la trayectoria del complejo CNK-NPM.
Los resultados cuando el complejo CNK-NPM alcanza la zona superior del MMOR son los
siguientes:

t=1.00 102 s, Vi(t)=4.66 10* m/s, vy(t) = 2.81 10° m/s, x(t)=-0.13 m, y(t) =1.50 102 m.
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Gréfica 10. Representacion de la trayectoria del complejo CNK-NPM en el MMOR. A) Trayectoria 3D donde se
aprecia la evolucion de la posicion del complejo CNK-NPM en el tiempo. B) Representacion esquematica de la
trayectoria del complejo CNK-NPM en los ejes X e Y.

6.7 Simulacion de las trayectorias de los complejos CNK-NPMis.

En la obtencion de las trayectorias de los complejos CNK-NPMs de manera simulada se utilizé
el programa COMSOL Multiphysics® de manera anéloga a la seccion 4.5. La simulacion se
realiz6 de forma independiente en el microcanal y en el MMOR. Los conceptos fisicos y las
geometrias se mantuvieron invariables con respecto a la simulacion del primer bloque. En cambio,
los tejidos que se utilizaron para realizar esta simulacion fueron la sangre en el microcanal y el
tejido conectivo formado por suero sanguineo, células del microambiente y matriz extracelular en
el MMOR.

La densidad de campo magnético generada debido al iman permanente mostré las mismas
caracteristicas que en la seccion 7.3. En esta simulacion también se maximiz6 la disposicién del
iman para poder disminuir su tamafio. La simulacion de las trayectorias de los complejos CNK-
NPMs en el microcanal se realizé en la figura 20 y en el MMOR en la figura 21.
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Ir a discusion

Figura 20. Simulacion de las trayectorias de los complejos CNK-NPMs en el microcanal.

Figura 21. Simulacidn de las trayectorias de los complejos CNK-NPMs en el MMOR.
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7. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

En este trabajo se ha realizado el disefio, fabricacion, evaluacion de un lab on chip capaz de
simular, lo més real posible, las condiciones fisiologias y anatémicas de la médula dsea roja
pedidtrica para asi combatir las leucemias linfoblasticas y mieloblasticas. Para su disefio se ha
tenido en cuenta solo los aspectos anatémicos de la médula 6sea roja pediatrica pues este disefio
es independiente de los célculos analiticos y de la simulacién en la que entran los conceptos fisicos
derivados de las condiciones fisioldgicas.

Estas leucemias pueden ser tratadas con los complejos CNK-NPMs. Para que estos complejos
lleguen a las células cancerosas eficientemente y en un tiempo reducido, es imprescindible
conducirlos con un iman externo.

Este iman produce sobre estos complejos una fuerza magnética. Al comenzar a circular estos
por un fluido en los que se encuentran inmersos se crea sobre ellos una fuerza fluidica y ademas,
por su densidad, una fuerza gravitacional y de flotabilidad. Al ser la fuerza magnética superior a
las demas, se genera un movimiento en este complejo hacia el iman. Debido a esto, el complejo
realiza una trayectoria hacia el este.

Por ello, la estructura y funcionamiento de este lab on a chip es una buena aproximacion a la
anatomia y fisiologia de la médula 6sea roja pediatrica y puede ser utilizado para el complejo
CNK-NPM u otras células en la investigacion de esta enfermedad.

Para poder reproducir lo anterior, se han utilizado NPMs que circulan por un microcanal y
posteriormente migran al MMOR influenciadas por un campo magnético generado por un iman.
Estas NPMs circulan por suero fisiologico en el microcanal y por gel de agarosa en el MMOR.

Para poder optimizar las trayectorias de las NPMs se han realizado diferentes célculos y
simulaciones variando un pardmetro y manteniendo invariables los restantes. Esto se ha realizado
para cada uno de los parametros que se podian modificar. Estos parametros son las dimensiones
y disposicion del iman y el tamafio de las NPMs. Los pardmetros que quedan invariantes son las
dimensiones del microcanal y del MMOR, el suero fisiol6gico, el gel de agarosa y la velocidad
del flujo.

En los resultados aportados por los campos y fuerzas magnéticas se observa que la disposicion
del iman es crucial para que las NPMs lleguen a su objetivo. Este iman produce fuerzas de
atraccion o repulsion en las NPMs, como puede apreciarse en la gréafica 1 B, segun como se sitle
con respecto a ellas. Esto se debe a que el campo magnético del iman toma valores positivos o
negativos segun la posicién en la que se determine su valor. Este hecho produce que las NPMs
puedan ir hacia el iman o se alejen de él. En este trabajo se ha optimizado la posicién del iméan
analizando las fuerzas magnéticas en los ejes “X” e “Y”, situando el iman de tal forma que las
fuerzas magnéticas sobre las NPMs sean siempre de atraccion en los dos ejes.

Un aspecto a considerar respecto a la fuerza magnética sobre el complejo CNK-NPM es que
la célula NK es diamagnética. Su permeabilidad magnética relativa es inferior a la unidad. Este
hecho produce que estas células repelan el campo magnético y se genere una fuerza sobre ellas
en direccion opuesta al iman. Esto significa que se alejan de un iman cuando el campo magnético
de este las influencia. Para contrarrestar este efecto, se introducen NPMs en las células hasta
conseguir transformar estas células en paramagnéticas y poder cambiar su trayectoria y que estas
se acerquen hacia el iman.

Respecto a la una mecénica de fluidos, se ha elegido la ecuacion de Darcy para poder abordar,
con un namero limitado de parametros, el analisis del fluido en el MMOR y entender su dindmica.
Esta ecuacion es una buena aproximacion para abordar la dindmica de fluidos en medios porosos.

En trabajos futuros se utilizardn las ecuaciones de Brinkman para poder valorar si las
variaciones entre los resultados analiticos y experimentales son apreciables.

Con respecto a las trayectorias, tanto en los calculos analiticos como en los simulados y
experimentales estas trayectorias son similares aunque no iguales.
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Estas variaciones en un orden de magnitud entre los calculos analiticos que reflejan un tiempo
en milisegundos cuando la NPM alcanza la zona superior del microcanal y los simulados y los
generados por la experimentacion que reflejan un tiempo de centésimas de segundo es debido a
diferentes aspectos. Los posibles motivos de estas variaciones pueden atribuirse a diferentes
aspectos:

En la experimentacion, el movimiento de las NPMs es real con pardmetros como la velocidad
inicial del fluido y de las NPMs, la friccion en el microcanal y en el MMOR entre otros. Aparecen
bastantes més variables que no se han tenido en cuenta en los célculos analiticos y en la
simulacion. En estos célculos los datos introducidos son ideales. Estos calculos solo estan
afectados por estos datos.

Ademas, el programa de simulacion y el de video no muestran milésimas de segundo.

Otro problema puede ser que he utilizado ecuaciones que simplifican el calculo o que haya
algun error en la fabricacion del lab on a chip. En futuros trabajos se buscaré un simulador y un
programa de video més precisos para ver si el error esta ahi. Ademas, se utilizaran ecuaciones que
se adjunten mas especificamente a la dinamica del fluido y si persiste el error puede provenir del
proceso de fabricado del lab on a chip.

Una vez detectadas las variaciones anteriores se aplicaran al célculo analitico y a la simulacion
de los complejos CNK-NPMs. Con ello, se podran analizar con fiabilidad el movimiento de estos
complejos para determinar sus trayectorias.

En este trabajo, los datos obtenidos en el calculo analitico y simulado en el segundo blogque son
analogos a los del primer bloque con un orden de magnitud superior por lo que estan en linea
con lo que esperaba que se produjera. Una vez corregidas las variaciones anteriores habra que
realizar una experimentacion con células NK cargadas en el lab on a chip en un trabajo futuro.
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8. CONCLUSIONES DEL TRABAJO

En la investigacion de la terapia de la leucemia linfoblastica aguda pediatrica in vitro con
células NK cargadas con nanoparticulas magnéticas no existen lab on a chip personalizados para
este fin. El lab on a chip obtenido en este trabajo podria servir como una herramienta eficaz para
el tratamiento y diagndstico de estas enfermedades.

Los célculos analiticos y simulados en el segundo bloque aportan las trayectorias simuladas
de los complejos CNK-NPMs. Estas simulaciones tienen como funcién el poder contrastarlas con
las trayectorias que se obtengan en los complejos CNK-NPMs, en el lab on a chip obtenido en
este trabajo, en futuras investigaciones.

Un aspecto a tener en cuenta es el tamafio, calidad y disposicién del imén para que el
movimiento de las NPMs tenga éxito y al diametro de las NPMs para llegar a un equilibrio entre
el tiempo que discurre para que las NPMs alcancen la zona superior del MMOR vy el didmetro de
estas para poder superar la barrera del endotelio vascular .
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9. TRABAJOS FUTUROS.

El segundo bloque tenia como objetivo el andlisis y la obtencion de datos, de manera simulada,
del movimiento de los complejos CNK-NPM. Este objetivo tenia como finalidad poder realizar
futuras experimentaciones, utilizando un lab on a chip, que reprodujera las condiciones
simuladas. Estas experimentaciones se prepararian para su aprobacion por parte del Grupo de
Investigacion Traslacional en Céncer Infantil, Trasplante Hematopoyético y Terapia Celular del
Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital La Paz (idiPAZ) (Madrid).
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