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Resumen

En los tltimos afios se ha tenido un importante crecimiento en el desarrollo de métodos en microescala para el andlisis, separacién
y concentracién de células intactas, es decir, sin la realizacion de lisis. La miniaturizacion ofrece excelentes ventajas para el
manejo y andlisis de células, como son rapidez, portabilidad, alta resolucién y sensibilidad, bajo requerimiento de cantidad
de muestra y reactivos. Diferentes dreas de la ciencia y de la industria, como la industria alimentaria, los andlisis clinicos
y biomédicos, el monitoreo ambiental, etc., estan siendo beneficiadas por el uso de micro-laboratorios o micro-sistemas para
andlisis. Debido a estas importantes ventajas, significativos esfuerzos de investigacién a nivel mundial estdn siendo dedicados al
desarrollo de técnicas aplicables en microescala para el andlisis de células.

El presente es un articulo de revision tutorial que expone los fundamentos y aplicaciones recientes de las técnicas en microescala
mds importantes para el andlisis de células intactas. Se incluye una descripcion breve del funcionamiento y ejemplos de
aplicaciones de seis técnicas en microescala estratégicamente seleccionadas para proveer al lector un panorama integral sobre
los avances en este campo. Las técnicas aqui presentadas cubren los principales mecanismos empleados en los métodos
miniaturizados para el manejo de células intactas. Estos mecanismos son campos eléctricos (electroforesis, dielectroforesis,
electrorotacion e impedancia eléctrica), efectos de flujo (enfocado inercial) y efectos dpticos (citometria de flujo).
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Abstract

In recent years there has been significant development in microscale methods for the assessment, separation and concentration of

intact cells, that is, without carrying out lysis. Miniaturization offers excellent advantages for the handling and analysis of cells,
such as short response time, portability, high resolution and sensitivity, and low requirement of sample and reagents. Different
science and industry fields, such as food industry, clinical and biomedical analysis, environmental monitoring, etc., have benefited
from the use of micro-laboratories or micro analytical systems. Due to these advantages, significant research efforts worldwide
are being devoted towards the development of techniques than can be applied on the microscale for cell assessment.

The present article is a tutorial review that depicts the fundamentals and recent applications of the most important microscale
techniques for the analysis of intact cells. A brief description and examples of applications of six strategically selected techniques
have been included, with the objective of providing the reader with a comprehensive overview on the advances in this field.
The techniques presented here cover the main mechanisms employed in miniaturized methods for handling intact cells. These
mechanisms are electric fields (electrophoresis, dielectrophoresis, electrorotation and electric impedance), flow effects (inertial
focusing) and optical effects (flow cytometry).
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1 Introduccion

La miniaturizacién y la microfluidica son dos campos
de la ciencia que estdn alcanzando un crecimiento
acelerado. Un gran nimero de aplicaciones
para procesos en microescala y microdispositivos
surgen continuamente. Grupos importantes de
investigacidn estdn realizando grandes esfuerzos en
este campo debido a las caracteristicas atractivas que
la miniaturizacién ofrece, como son mayor control
y desarrollo de nuevas técnicas (Whitesides, 2006;
Pratt y col., 2011). Estos importantes avances han
beneficiado en particular procesos de bioseparacion
en biotecnologia y en farmacéutica, asi como
andlisis en la industria alimentaria, en diagndstico
médico y ambiental. A pesar de ser un campo
aun naciente, el desarrollo de los microdispositivos
microfluidicos es considerable, ya que se han logrado
micro-laboratorios, conocidos en inglés como “lab
on a chip”, que son capaces de llevar a cabo
todas las funciones de equipos convencionales, con
ventajas atractivas como tiempos mds cortos, menor
requerimiento de muestra y reactivos, portabilidad,
mayor resolucién y sensibilidad, y bajo costo
(Lapizco-Encinas, 2008). Uno de los primeros
dispositivos capaces de desarrollar todas las funciones
requeridas para un proceso completo fue reportado por
Burns y colaboradores en 1998. Este grupo desarroll6
un dispositivo para el andlisis de muestras de ADN
muy pequefas (nanolitros), donde sin componentes
externos y sin intervenciéon humana, el microsistema
realizé las funciones de mezclado, amplificado o
digestion del ADN, separacién y deteccion (Burns
y col., 1998). Este estudio fue una piedra angular
para el campo de la microfluidica ya que demostrd
el potencial de la miniaturizacién para aplicaciones
de andlisis bioldgicos. El desarrollo de este tipo
de sistemas en microescala ha seguido avanzando,
y una de las dreas con mayor potencial para estos
sistemas es en el andlisis y manipulacién de células
intactas. Actualmente, si la deteccién o separacién
de células se realiza por métodos de microbiologia
tradicionales, que en su mayoria dependen de cultivo
celular, los resultados de algunos andlisis pueden
demorarse desde 24 a 72 horas. En aplicaciones como
andlisis de contaminaciéon de alimentos o cuerpos
de agua, control de calidad y andlisis clinicos,
se requieren métodos y sistemas que proporcionen
resultados mds rdpidamente. Es precisamente en
este tipo de situaciones donde la microfluidica puede
ser la solucién requerida.  Existen reportes de
separacién y concentraciéon de células en menos

de dos minutos empleando microcanales y campos
eléctricos (Moncada-Herndndez y Lapizco-Encinas,
2010).  Aplicaciones en andlisis clinicos pueden
ser también beneficiadas de manera significativa
por los métodos en microescala, un area que esta
teniendo un crecimiento acelerado es en deteccion de
cancer. Como ejemplo se tiene la rapida deteccién de
células cancerigenas en microdispositivos empleando
dielectroforesis, desde la deteccion de células
iniciadoras de tumores prostiticos (Salmanzadeh y
col., 2012), hasta la caracterizacion de células de
tumor circulantes en sangre para el desarrollo de
métodos de deteccidén y concentracién (Sano y col.,
2011; Salmanzadeh y col., 2012). También, existen
estudios de la rdpida caracterizacion de glébulos rojos
para diferenciar su tipo y factor Rh (Keshavamurthy-
Srivastava y col., 2011; Leonard y Minerick, 2011).
Asi como sistemas para el cultivo y diferenciacion
de células madres donde es posible estudiar su
metabolismo dentro de micro-cidmaras (van Noort
y col., 2009). Otra atractiva caracteristica de las
técnicas en microescala, es la posibilidad de poder
realizar andlisis de células completas, sin realizar
lisis celular; especialmente las técnicas que utilizan
campos eléctricos son adecuadas para el manejo de
células intactas (Gonzalez y Remcho, 2005; Voldman,
2006; Gagnon, 2011).

El presente es un articulo de revisiéon de tipo
tutorial, donde se busca proporcionar informacién
relevante sobre las técnicas en microescala y su
aplicacion para el andlisis y manipulacién de células
intactas, tanto para el investigador principiante como
para el experto en esta drea. Se seleccionaron
cuidadosamente articulos con el fin de incluir una
introduccién esencial del tema y ademds mostrar
los avances mds significativos en las técnicas en
microescala. Al ser el presente manuscrito un articulo
de revisién de tipo tutorial, el objetivo es presentar
al lector de una manera sucinta el panorama de
este campo, con suficiente material en cuanto a
los fundamentos y aplicaciones para despertar en
el lector el interés en este importante campo de
la microfluidica para el andlisis de células. La
microfluidica es un campo todavia incipiente en
Meéxico (Lapizco-Encinas, 2008). Se presentan y
explican los fundamentos de seis de las técnicas en
microescala mas empleadas con células, donde el
lector podra apreciar la riqueza y potencial de estos
métodos miniaturizados, donde fuerzas eléctricas e
inerciales, y efectos Opticos son explotados para
realizar la caracterizacién, separacion, concentracién
y deteccién de diferentes tipos de células, desde
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bacterias hasta células de mamiferos.

2 Metodologia

Para la preparacién de este articulo de revisién se
realizaron busquedas sobre la aplicaciéon de métodos
en microescala para el analisis de células en bases de
datos como el ISI Web of Knowledge de Thomsom,
PudMed, Scopus, la Red de Revistas Cientificas
de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal
y Google Scholar. Los articulos incluidos se
seleccionaron buscando ejemplos representativos del
uso de cada técnica y aplicaciones relativamente
nuevas, publicadas del afio 2000 en adelante.

3 Técnicas en microescala para la
manipulacion de células

El avance que se ha tenido en el desarrollo de
técnicas en microescala y las ventajas que éstas
ofrecen sobre los métodos tradicionales, las convierten
en una alternativa atractiva para diversos andlisis y
estudios de células. Se ha reportado un importante
nimero de estudios exitosos donde los tiempos de
respuesta son en minutos en lugar de dias u horas. La
portabilidad, bajo costo y corto tiempo de respuesta
abre la posibilidad de efectuar mediciones y andlisis
en linea en “tiempo real”. En el campo de los
analisis clinicos, los métodos en microescala permiten
la realizaciéon de estudios empleando métodos no
invasivos, como deteccion de células anormales
empleando una muestra de sangre periférica, lo
que evitaria el uso de biopsias. En el monitoreo
ambiental, un microdispositivo portétil proporcionaria
la posibilidad de efectuar andlisis rdpidos en campo,
obteniendo respuestas de inmediato. En la industria
alimentaria, permitiria el desarrollo de detectores en
linea para ser usados en la deteccién de patégenos en
alimentos. Los ejemplos anteriores muestran como
el uso de estas técnicas facilitan y aceleran procesos
que suelen ser mas largos. La Tabla 1 presenta una
comparacioén de las técnicas en aplicaciones a escala
convencional y en microescala. A continuacién se
describe de manera breve seis técnicas en microescala
mencionando un par de ejemplos de cada una.

3.1 Electroforesis

La electroforesis es un fenémeno electrocinético que
consiste en el movimiento de particulas cargadas
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electrostaticamente bajo la influencia de un campo
eléctrico uniforme. Cuando a una particula con
carga neta g se le aplica un campo eléctrico E, ésta
experimenta una fuerza electrostatica

F=qE (1)

conocida como Fuerza de Coulomb (Griffiths, 1999).
Si dicha particula estd inmersa en un fluido, los iones
del fluido se reorganizan alrededor de ella, de acuerdo
a su carga, dando origen a un potencial conocido
como potencial zeta ({). La Fig. 1 muestra una
representacion esquemadtica de una particula cargada
suspendida en un liquido en presencia de iones y bajo
la accién de un campo eléctrico; donde la particula
posee carga negativa y por tanto experimenta una
fuerza electroforética (Fgp) 0 movimiento hacia el
electrodo positivo.

La velocidad (Vgp) y movilidad (ugp)
electroforéticas experimentadas por la particula estdn
representadas por:

Vep = ﬂEPE ()

el

3)

MEP =

donde E es el campo eléctrico, &, es la permitividad
del medio, 1 es la viscosidad del liquido y ¢
es el potencial zeta. En la mayoria de las
células esta movilidad es de ~ 107 cm?/Vs, lo
que equivale a 1 pum/s en un campo eléctrico de
1 V/ecm (Voldman, 2006). Este desplazamiento
de particulas es muy empleado para andlisis en
aplicaciones de biotecnologia y bioquimica. FEl
método convencional mas comun es la electroforesis
en gel, que es una técnica de rutina en los laboratorios
de biologia molecular que permite analizar, separar y
cuantificar muestras que contienen proteinas y ADN
(Ehlers y col., 1991; Ibeas y Jimenez, 1993) Sin
embargo, existen pocos estudios sobre separacion
y caracterizacion de células intactas y completas,
es decir, sin previa lisis celular (Ainsworth y col.,
2005). La técnica principalmente usada para analizar
células intactas es la electroforesis capilar (EC), la
cual fue introducida en 1979, y ha sido empleada
para la identificacion de bacterias, virus y células
sanguineas (Wallingford y Ewing, 1987; Kremser y
col., 2004). La técnica consiste en un capilar de
silice con un didmetro interno <200 um donde se
introduce la muestra previamente tratada con una
solucién buffer, y posteriormente se aplica campo
eléctrico utilizando electrodos en ambos lados del
capilar que a su vez tendrd conectado un detector (Fig.
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2a) (Amin y col., 2012). Los resultados de la EC
son similares a los de una separacién cromatografica,
ya que se obtienen electroferogramas graficando la
sefal del efluente del capilar vs. tiempo. La
técnica se basa en las diferencias en la relacion
carga/masa de cada particula bioldgica, ya sea de
repulsion o de atraccidn, generando selectividad en
cuanto a tamafio y composiciéon como se representa
en la Fig. 2b (Klodzinska y Buszewski, 2009). En
la imagen se muestra la vista lateral de un capilar de
silice y como los microorganismos interactian con la
superficie del capilar, esta interaccién es unica para
cada microorganismo y genera un tiempo de retencion
dentro del capilar distinto.

El grupo de investigacioén de Daniel W. Armstrong
realizé un trabajo pionero en el uso de EC para la
separacion y andlisis de microorganismos reportando
avances muy importantes. Este grupo reporté por
primera vez que los métodos electroforéticos, usados
para separar biomoléculas, podian ser empleados
para separar microorganismos intactos (Armstrong
y col., 1999). En aplicaciones clinicas demostraron
la detecciéon en orina de patdgenos responsables
de infecciones del tracto urinario (Armstrong vy
Schneiderheinze, 2000); en estudios analiticos
realizaron la medicién del contenido de bacterias
presentes en suplementos alimenticios prebidticos,
lograndose resultados en menos de 10 minutos,
demostrando como un método electrocinético, como
lo es la EC, puede ser usado como técnica de control de
calidad en productos comerciales (Armstrong y col.,
2001). Uno de los estudios mas importantes realizados
por Armstrong y colaboradores fue el uso de la EC
para pruebas de viabilidad de bacterias (Armstrong y
He, 2001); donde reportaron la separaciéon simultdnea
y deteccién de células vivas (fluorescencia verde,
grafica superior) y muertas (fluorescencia roja,
grafica inferior) de B. infantis, L. acidophilus y
S. cerevisiae, en un capilar de silice, obteniendo
los electroferogramas mostrados en la Fig. 2c, que
presentan “picos” definidos por cada microorganismo.
Como puede observarse la sefial de fluorescencia
de células vivas es mayor que las células muertas.
En la imagen se tiene un primer pico a un tiempo
aproximado de 15 min correspondiente a B. Infantis,
seguido de una sefial debida a L. acidophilus y un
tercer pico que muestra la presencia de S. cerevisiae,
logrando resultados en un tiempo de andlisis corto.
En otros estudios realizados este grupo usé la EC
para el andlisis de la potencia y comportamiento
de células espermatogénicas de jabali (He y col.,
2003); y para deteccion de células individuales de
bacterias, lo que abre la posibilidad del uso de la

EC en muestras con muy bajas concentraciones de
microorganismos (Lantz y col., 2007). Los ejemplos
anteriores demuestran el gran potencial para un amplio
rango de aplicaciones de la EC como técnica de
andlisis y deteccion de células intactas.

En el 2009, Klodzinska y Buszewski hicieron una
importante contribucién al modificar quimicamente
la superficie de un capilar de silice con la finalidad
de reducir o eliminar las interacciones entre
la silice y los microorganismos, recubriendo la
superficie del capilar con varios reactivos como
acrilamida, trimetilclorosilano y divinilbenceno
(DVB), beneficiando con esto, la salida de los
microorganismos en tiempos mds cortos (Klodzinska
y Buszewski, 2009). En una interesante aplicacién
clinica estos investigadores utilizaron un capilar de
silice con tres capas de acrilamida para analizar
muestras extraidas de escaras (dlceras en la piel
originadas por presidn). Los resultados se muestran en
la Figura 2d en un electroferograma, donde se observa
la separacion exitosa de S. aureus y H. pylori en un
tiempo aproximado de 10 minutos. La electroforesis
capilar representa una alternativa atractiva en analisis
microbiolégicos ofreciendo ventajas de rapidez,
eficiencia y sensibilidad en comparacion a las técnicas
de microbiologia tradicionales; con aplicaciones
potenciales en biotecnologia, control de calidad,
monitoreo ambiental, entre otros. En otro estudio
reciente en el campo de aplicaciones clinicas, Szeliga
y col. (2011) reportaron el uso de la electroforesis
capilar de zona para andlisis microbioldgico rapido
de muestras tomadas de heridas post-operatorias. FEl
objetivo principal era el de crear un algoritmo para
detectar infecciones rapidamente de manera cualitativa
y cuantitativa, obteniéndose resultados con muy alta
sensibilidad en cuestién de minutos (Szeliga y col.,
2011).

Fuerza EP
—

Fig. 1. Esquema de una particula cargada bajo
la influencia de un campo eléctrico uniforme,
indicandose la direccién de la fuerza electroforética.
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Tabla 1. Comparacién entre aplicaciones en equipos convencionales y equipos en microescala

Técnica Principio fisico Operacion en equipos convencionales Operacion en equipos en microescala
Electroforesis Movimiento de Como ventaja se tiene que los tiempos La ventaja mds importante es
capilar particulas  con de operacion son relativamente cortos, que al reducirse el tamafio, se
cargaeléctricaen en el rango de minutos. La desventaja reduce también la magnitud de los
presencia de un principal es que se requiere de la potenciales eléctricos requeridos, por
campo eléctrico aplicacion de altos voltajes, en el rango lo que los andlisis pueden llevarse a
uniforme. de decenas de miles de Volts. cabo empleando fuentes de poder de
menor capacidad y mas econémicas,
ademds del ahorro del energia.
Al realizarse en microcanales los
tiempos de andlisis se reducen
considerablemente  (menores de
1-2 minutos). La miniaturizacién
también permite mayor integracién
con otros equipos 0 pProcesos previos
0 posteriores.

Dielectroforesis Movimiento La dielectroforesis no ha sido aplicada Existen numerosas aplicaciones con
de particulas  para células en equipos convencionales, proteinas, ADN, organelos, bacterias,
neutras y con ya que es una técnica disefiada para levaduras, células de mamiferos,
carga eléctrica sistemas miniaturizados. y pardsitos. La gran ventaja es la
en un campo rapidez, los andlisis pueden llevarse
eléctrico no a cabo en un tiempo desde segundos
uniforme. a minutos.  Permite deteccién y

separacion ripida de particulas.
Funciona con corriente alterna vy
corriente directa y es aplicable a
particulas con carga y particulas
neutras. La desventaja es que
requiere de la generacién de altos
campos eléctricos.

Electrorrotacion Movimiento de La electrorrotacion no se llevaacaboen Se lleva a cabo generalmente en
una particula en equipos convencionales. microdispositivos que  contienen
forma de torque una pequefia camara rodeada de
al exponerla a un cuatro electrodos que generan
campo eléctrico el campo rotacional.  Su mayor
rotacional. ventaja sobre métodos analiticos

convencionales, es que proporciona
resultados en segundos, y tiene
gran aplicabilidad para pruebas
de viabilidad y distincién entre
diferentes tipos de células.

Impedancia Medicién de En equipos convencionales se usa En equipos en microescala se

eléctrica la oposicion mayormente para el andlisis de tejido, utiliza mayormente para el andlisis

que presenta un
cuerpo al paso de
corriente.

ya que permite medir los cambios
en impedancia en tejido que ocurren
como resultado de alguna enfermedad
o patologia. En aplicaciones para la
deteccion de células en suspension tiene
la desventaja que el tiempo de andlisis
puede ser largo cuando se tienen bajas
concentraciones de células.

de células en suspensién, con
la ventaja que en dispositivos
miniaturizados el tiempo de analisis
es mas corto, permite detectar
bajas concentraciones y requiere la
aplicacién de voltajes mas bajos. Se
utiliza cominmente como sistema de
deteccidn.
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Enfocado
inercial

Manipulacién del
movimiento y
direccién de particulas
en microcanales
empleando fuerzas
inerciales  inducidas
mediante la topologia
del microcanal.

Esta técnica solo es aplicable en
microescala ya que explota las
caracteristica de flujo laminar obtenido
a altas velocidades en microcanales.
Esta técnica se refiere a un fendmeno
hidrodinamico en microescala.

Entre las ventajas sobre los métodos
convencionales para andlisis de
células, es que se trata de un
efecto fisico, que no requiere el
uso de reactivos. La técnica se
usa para llevar a cabo separaciones
continuas de particulas, permitiendo
la identificacién, enriquecimiento
y deteccién de diferentes tipos de
células.

Clasificacién e
identificacién de
poblaciones celulares
mediante  dispersion
de luz y excitacién de
fluorocromos.

Citometria
de flujo

La mayor ventaja de los equipos
convencionales es su capacidad para
analizar altos flujos/grandes cantidades
de células. Su desventaja es el alto costo
de los equipos, que son de gran volumen
y requieren altas cantidades de muestra.
El tiempo de andlisis es corto.

La miniaturizacién de los citémetros
conlleva importantes ventajas como
portabilidad, menor consumo de
muestra, menor costo, lo que hace
posible mayor disponibilidad de estos
equipos y el uso de dispositivos
desechables. Su desventaja es que no
es posible analizar altos volimenes.
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3.2 Dielectroforesis

Otra técnica con importantes aplicaciones para el
andlisis y estudio de células es la dielectroforesis. El
término dielectroforesis fue introducido por primera
vez por Pohl en 1951, y consiste en el movimiento de
particulas en un campo eléctrico no uniforme debido
a un desbalance en las fuerzas electrostaticas. Cuando
una particula es suspendida en un medio y se le aplica
un campo eléctrico, tanto la particula como el medio
se polarizan, induciendo un dipolo en la particula (Fig.
3). Si el campo eléctrico es no uniforme, cada polo es
expuesto a fuerzas eléctricas de diferente intensidad,
resultando en un desbalance que a su vez produce
un desplazamiento neto en la particula (Pohl, 1978).
La fuerza dielectroforética Fpgp ejercida sobre la
particula esférica se define como (Jones, 1995):

Fpep = 2nenry Re [ fou] VE? )

donde &, es la permitividad del medio, 7, es el radio
de la particula, VE? expresa el gradiente del cuadrado
del campo eléctrico y fou es el factor de polarizacion
conocido como factor de Clausius-Mossotti:

g -

p—g’"] (5)

Jem =
g, + 2,

*

N
donde &), y &,
define como:

son la permitividad compleja, la cual se

* .0
s=e-j- ©)

donde £y o son la permitividad y conductividad reales
de la particula o del medio, respectivamente; j = V-1

y w es la frecuencia angular del campo eléctrico. El
factor de Clausius-Mossotti determina el sentido de la
fuerza dielectroforética (positiva o negativa). Se define
como dielectroforesis positiva cuando una particula es
mds polarizable que el medio y es atraida hacia la parte
mds intensa del campo eléctrico. Por el contrario,
si la particula es menos polarizable que el medio, se
presenta dielectroforesis negativa y es repelida hacia el
campo eléctrico de menor intensidad, como se indica
en la Fig. 3a.

Esta técnica electrocinética ha tomado importancia
en afios recientes debido a su potencial en la
separacién, concentracién y manipulaciéon de una
amplia variedad de bioparticulas como ADN,
proteinas, bacterias, virus y células (Lapizco-Encinas
y Rito-Palomares, 2007; Voldman, 2007). La
dielectroforesis es una técnica con alta flexibilidad,
ya que puede aplicarse con campos eléctricos de
corriente alterna o corriente directa, y funciona tanto
para particulas neutras como para particulas con carga,
teniendo asi mayor aplicabilidad que la electroforesis.
La dielectroforesis es una técnica con aplicacion
en microescala, solo existen un par de reportes de
aplicaciones fuera de microdispositivos (Ivanoff y col.,
2011; Shen y col., 2011). En la mayoria de los casos
la dielectroforesis se lleva a cabo en microcanales o
cadmaras cuyas magnitudes oscilan entre yum a mm, y
se manejan volimenes en el rango de nL a uL.. Existen
dos configuraciones principales para dispositivos
dielectroforéticos: arreglos de electrodos y arreglos
de estructuras aisladoras (Cummings y Khusid, 2007;
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Fig. 2. Técnica de electroforesis capilar. (a) Diagrama esquematico del sistema de electroforesis capilar y la imagen
de un cartucho para mediciones electroforéticas, (b) Vista lateral de un capilar de silice mostrando las interacciones
existentes entre el capilar y la superficie celular de bacterias, adaptada con permiso de referencia (Klodzinska y
Buszewski, 2009), Copyright 2009 American Chemical Society. (c) Electroferograma de la separacién simultdnea
de B. infantis, L. acidophilus y S. cerevisiae; el eje y muestra la intensidad medida de la sefial medida en forma
de fluorescencia del tinte con el que se tifieron la células. La gréfica superior muestra la sefial obtenida para
células vivas (fluorescencia verde) y la inferior para células muertas (fluorescencia roja). Adaptada con permiso de
referencia (Armstrong y He, 2001), Copyright 2001 American Chemical Society. (d) Electroferograma mostrando
la separacién de S. aureus y H. pylori, el eje y muestra la sefial en unidades arbitrarias, adaptada con permiso de
referencia (Klodzinska y Buszewski, 2009), Copyright 2009 American Chemical Society.
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Fig. 3. (a) Representaciéon de una particula esférica
bajo la influencia de un campo eléctrico no uniforme.
Se indica la direccién de dielectroforesis positiva
y negativa. (b) Representacién de un sistema de
microelectrodos interdigitados que crean un campo no
uniforme, la regiéon de mayor intensidad de campo
eléctrico es en el borde de los electrodos. (c)
Representacion de las lineas de campo eléctrico en un
microcanal con postes aisladores cilindricos, donde la
regién de mayor intensidad de campo eléctrico es en
las constricciones entre los postes.

Cetin y Li, 2011). En ambos tipos de arreglos, el
objetivo es alterar la distribucidn del campo eléctrico,
para crear las zonas de gradiente. Con electrodos
generalmente esto se logra seleccionando geometrias
adecuadas que al energizarse generen estos gradientes.
La Fig. 3b muestra la representaciéon de un arreglo
de electrodos de tipo interdigitados y la distribucién
de campo eléctrico generada. En el caso de sistemas
de dielectroforesis con aisladores, la distribucion de
campo eléctrico se logra mediante la inclusién de
obstaculos aisladores entre dos electrodos remotos. Al
aplicar el campo eléctrico, estos obstaculos de material
dieléctrico alteran la distribucién de lineas de campo
eléctrico. La Fig. 3c, muestra una imagen de un
microcanal con postes aisladores cilindricos, las lineas
rojas representan las lineas de campo eléctrico. En la
imagen se observa como en las constricciones entre
los postes se tienen las regiones de mayor intensidad
de campo eléctrico, mostrado por la concentracién de
las lineas de campo eléctrico (Ozuna-Chacén y col.,
2007).

Utilizando un microdispositivo con arreglo de
electrodos, Li y Bashir (2002), reportaron la
manipulacién de Listeria innocua, mediante la
aplicacién de campos eléctricos de corriente alterna,

observando que a una frecuencia de 50 kHz se
obtiene una separacion del 90% entre células vivas y
muertas. En la Fig. 4a, se muestra la respuesta de
las células sobre los electrodos al aplicar el campo
eléctrico, y se observa que las células vivas (tefiidas
en verde) experimentan una dielectroforesis positiva
lo que provoca que se dirijan hacia los bordes de
los electrodos donde el gradiente de E? es mayor.
Por otro lado, las células muertas (tefiidas en rojo)
presentan dielectroforesis negativa, alejandose de los
electrodos y ubicdndose en el centro del espacio entre
dos electrodos. Este comportamiento se debe a la
diferencia en propiedades eléctricas de las membranas
de células vivas y muertas. Cuando una célula muere,
la membrana pierde integridad y es contaminada con
iones del citoplasma celular, lo que aumenta en forma
considerable la conductividad eléctrica permitiendo
que a las condiciones empleadas en este experimento
se obtuviera dielectroforesis positiva y negativa, para
las células vivas y muertas, respectivamente (Li y
Bashir, 2002).

Por otra parte, Lapizco y col. (2004) reportaron
la separacién de células vivas y muertas de E.
coli aplicando voltajes de corriente directa a través
de microcanales con arreglos de postes aisladores
cilindricos de 200 um de didmetro con separacioén de
50 um de centro a centro, similares al canal mostrado
en la Fig. 3c, donde la zona de mayor gradiente
de campo eléctrico se genera en las constricciones
entre los postes cilindricos. Este grupo demostré que
aplicando un potencial de 60 V de corriente directa
todas las células de E. coli presentaban dielectroforesis
negativa, teniendo las células muertas una respuesta
mads débil. Las células fueron repelidas de las regiones
de constriccion entre los postes, como se muestra en la
Fig. 4b, las células muertas (tefiidas en rojo) estdn mas
cerca de la constriccién que las células vivas (tefiidas
en verde). Como ya se menciond, las células muertas
poseen una membrana con mayor conductividad, lo
que las hace mas semejantes al medio de suspensién y
por tanto disminuye la magnitud de su polarizabilidad
(factor de Clausius-Mossotti), disminuyendo asi el
efecto dielectroforético, que en este caso se trata de
un efecto de repulsion, es decir las células muertas
son “menos repelidas”. Este estudio demuestra el
potencial de la dielectroforesis para la manipulacién
y separacion de microorganismos en andlisis de
viabilidad, por ser una técnica no destructiva, rapida
y econdémica (Lapizco-Encinas y col., 2004). Estos
estudios demuestran que la dielectroforesis es una
técnica que puede utilizarse en estudios de viabilidad,
con posibles aplicaciones en la industria de alimentos,

WWW.rmiq.org



Sosol-Ferndndez y coll Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 11, No. 2 (2012) 227-248

control de calidad, monitoreo ambiental, etc.
Electrodo

Electrodo
- . “

o . PR T T PYe 9
. :” ‘ .
i v

Electrodo

")

-
muertas|

Fig. 4. Separacion de células viables y no viables:
(a) Dielectroforesis con electrodos donde las células
vivas se atrapan en los bordes de los electrodos y las
muertas son repelidas al aplicar 1 Vpp a una frecuencia
de 50 kHz. Adaptado con permiso de la referencia
(Li y Bashir, 2002), Copyright 2002 Elsevier. (b)
Dielectroforesis con aisladores demostrando distintas
respuestas para células vivas (verde) y muertas (rojo).
El flujo es de izquierda a derecha y las células muertas
se atrapan mdas cerca a la constriccién al aplicar
un potencial de 60 V. Adaptado con permiso de la
referencia (Lapizco-Encinas y col., 2004), Copyright
2004 American Chemical Society.

En cuanto a aplicaciones clinicas, existe un
gran interés en el desarrollo de métodos rapidos
para el andlisis de fluidos biolégicos (Jones y col.,
2011). Recientemente, Srivastava y col. (2011)
realizaron un estudio empleando dielectroforesis para
clasificar células sanguineas de manera continua de
acuerdo al sistema ABO, utilizando un régimen de
dielectroforesis de corrientes. En este régimen la
fuerza de dielectroforesis, no es muy alta, de tal
forma que no atrapa o detiene las particulas, solo
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altera la direccion de movimiento, este método es
muy empleado para separaciones con flujo continuo
(Cummings, 2003; Srivastava y col., 2011). En
este estudio se utiliz6 un microcanal con cuatro
salidas, el canal contenia un obsticulo de material
dieléctrico. Al aplicar un campo eléctrico a lo
largo del canal se tuvo un flujo del liquido y
de los eritrocitos, y mediante la accién de fuerza
dielectroforética se logré hacer una separacién de
los glébulos rojos; observando diferencias entre las
respuestas dielectroforéticas de cada tipo de sangre
(A*, B*, AB*, O") (Srivastava y col., 2011). En otro
estudio del mismo grupo, se investigd la influencia
de los antigenos de grupo sanguineo y de factor Rh
en la polarizacidon eléctrica de gldbulos rojos bajo
campos de corriente alterna. Este estudio estableci6
que los antigenos de grupo sanguineo (ABO) afectan
la conductividad eléctrica membranal y los antigenos
de factor Rh afectan la permitividad eléctrica de la
membrana. Esta informacién permitird desarrollar un
método miniaturizado rapido en base a dielectroforesis
para la caracterizacién de glébulos rojos (Leonard y
Minerick, 2011). Estos estudios aportan una opcién
rapida y portdtil para andlisis de glébulos rojos y
demuestra la aplicacion de la dielectroforesis en el drea
clinica.

La técnica de dielectroforesis sin contacto es un
nuevo método que fue derivado de la dielectroforesis
con aisladores. En este método se emplean
dispositivos con postes aisladores, pero los campos
eléctricos se aplican de manera perpendicular al canal,
a través de una delgada barrera conductiva que separa
los electrodos del microcanal evitando el contacto
directo con las células (Fig. 5a). Fue desarrollado por
Rafael V. Davalos y su grupo, reportado por primera
vez en el 2009 (Shafiee y col., 2009). En una reciente
aplicacion clinica, Salmanzadeh y col. (2012) report6
el aislamiento y separacion de células iniciadoras
de tumores prostaticos (células PC3) mediante el
uso de dielectroforesis sin contacto. La Fig. 5b
muestra una vista superior del dispositivo. La Fig. 5c
muestra las células PC3 atrapadas con dielectroforesis
positiva alrededor de los postes aisladores al aplicar
un potencial de 129 V a lo ancho del canal a una
frecuencia de 600 kHz. La importancia de este trabajo
es que solo las células iniciadoras de tumor fueron
atrapadas, células sin esta capacidad fluyeron a lo
largo del canal sin ser atrapadas. Este atrapamiento
selectivo se debié a que las células iniciadoras de
tumor tienen diferentes proteinas en su membrana lo
que altera las propiedades dieléctricas de las células y
facilita el atrapamiento.
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Fig. 5. (a) Representacion de la localizacion de un electrodo empleado para dielectroforesis sin contacto. (b) Vista
superior del microcanal completo, mostrando electrodos. (c) Atrapamiento de células PC3 bajo un potencial de 129
V a una frecuencia de 600 kHz. Reproducido con permiso de la referencia (Salmanzadeh y col., 2012) Copyright
2012 The Royal Society of Chemistry.
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Fig. 6. Representacion de un sistema de electrorotacion donde la particula estd suspendida en el centro de un arreglo
de cuatro electrodos y es sometida a un campo eléctrico de rotacidn el cual se crea por cuatro sefiales eléctricas. La
direccién de giro de la particula depende de las propiedades dieléctricas de la particula, del medio y de la frecuencia
del potencial eléctrico aplicado.
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Este método permitié diferenciacién sin el uso de
etiquetas como tintes fluorescentes, demostrando
asi la capacidad de la técnica de dielectroforesis
como método para andlisis clinicos que no requieren
etiquetado (Salmanzadeh y col., 2012).

3.3 Electrorrotacion

Otra técnica electrocinética importante para la
manipulacién y caracterizacién de células en
microescala es la electrorrotacién. Este fenémeno
ocurre cuando una particula se expone a un campo
eléctrico rotacional. Al exponerse la particula a un
campo eléctrico, se forma un dipolo que se alinea
con el campo, este dipolo tarda un tiempo corto en
formarse, y como el campo esta rotando, al terminarse
de formar el dipolo, el campo ya cambid, es decir
el dipolo no estd alineado con el nuevo campo, y se
genera un torque en la particula que la hace rotar
asincrénicamente con el campo. El torque rotacional
ejercido en una particula se define como:

Q(w) = j—’; Im (feu) E2 %)

donde Q es el indice de rotacién dado en radianes
por segundo, 1 es la viscosidad del medio e Im
(fcwm) es la parte imaginaria del factor de Clausius-
Mossotti. La respuesta de la particula, en términos de
la direccién y velocidad de giro, dependera tanto de
las propiedades del medio y de la particula como de la
frecuencia y magnitud del campo eléctrico aplicado.
La Fig. 6 muestra una representacion esquemadtica de
electrorrotacién en un sistema de cuatro electrodos,
donde se observa que la particula tiene una rotacién en
la direccion contraria a la del campo eléctrico. En la
misma figura también se muestran las graficas donde
se representa la sefial sinusoidal que se aplica a cada
uno de los cuatro electrodos para generar el campo
eléctrico rotante (Cristofanilli y col., 2002; Hughes,
2002).

La electrorrotacién al ser una técnica no invasiva,
tiene un gran potencial para la caracterizacion
de células viables en tiempo real; puede ademds
discriminar células individuales y usarse para
caracterizar propiedades dieléctricas de sub-
poblaciones. La electrorrotacion puede operar con
una sola célula, lo que la hace ideal en pruebas
con bajas concentraciones y como indicador de
presencia de patdgenos en agua y alimentos. Se han
reportado importantes estudios de electrorrotacién en
diversos tipos de células, a continuacién se describen
aplicaciones en pardsitos (Dalton y col., 2004) y
microalgas (Wu y col., 2005b).
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En el 2004 Dalton y col. reportaron un estudio
de electrorrotacion para analizar la viabilidad del
parésito Cryptosporidium parvum, utilizando campos
eléctricos de corriente alterna a una frecuencia de 800
kHz y se observé que si el pardsito era viable, la
rotacién sucedia de lado derecho, y cuando no lo era
giraba del lado izquierdo. La Fig. 7a muestra el perfil
completo de la velocidad de rotacién de los ooquistes
como funcién de la frecuencia del campo eléctrico
aplicado, donde se observa que a la frecuencia de
10° Hz los ooquistes viables alcanzan su méxima
velocidad de giro, la cual es mucho mayor que la
velocidad de los ooquistes muertos. Estas diferentes
respuestas se deben a cambios en las propiedades
dieléctricas de la membrana de los ooquistes al
perder viabilidad. Es importante mencionar que la
velocidad de giro en las células es mucho menor
que la velocidad con la que gira el campo, esto
permite observar el giro de las células con el ojo
humano y en cuestién de segundos conocer el estado
de viabilidad. Este es un ejemplo del potencial de
éste método en microescala para proveer una rapida
respuesta en andlisis de viabilidad. En este estudio
también se reporté la diferenciacién entre huevos
de Ascaris fertilizados y sin fertilizar mediante la
observacion de la direccion del giro, ya que giran en
direccién opuesta; esto sucede porque en los huevos
fertilizados se van formando varias estructuras que
cambian las propiedades dieléctricas y la respuesta
de electrorrotacion (Dalton y col., 2004). Estos
resultados demuestran la flexibilidad del fenémeno de
electrorrotacion para determinar rdpidamente el estado
fisiolégico de células, desde estudios de viabilidad
hasta analisis de fertilizacion.

En el 2005 Wu y col, desarrollaron un
sistema electrocinético usando electrorrotaciéon 'y
dielectroforesis de onda viajera, con la finalidad de
estudiar las diferencias dieléctricas existentes entre
células de algas. Los autores emplearon células de
Chlorella protothecoides, una microalga que tiene la
caracteristica de comportarse de manera autétrofa o
heterétrofa dependiendo de las condiciones del medio.
Se cultivaron células en diferentes medios de cultivo,
modificando tnicamente la cantidad de glicina y
glucosa, con el propdsito de obtener los dos tipos
de células (autétrofa y heterétrofa). Las células se
analizaron con electrorrotacién obteniendo la grafica
mostrada en la Fig. 7b, donde se observan distintas
respuestas entre las frecuencias 10 kHz a 10 MHz,
lo que indica que las células autétrofas (e) tienen una
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Fig. 7. Velocidad de rotacién en funcién de la frecuencia del potencial aplicado en experimentos de electrorotacion.
(a) Ooquistes de Cryptosporidium parvum donde se observa una clara distincién entre los ooquistes viables y no
viables, especialmente a 800 kHz donde muestran diferente direccién de rotacién. Adaptado con permiso de la
referencia (Dalton y col., 2004), Copyright 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGa. (b) Algas Chlorella
protothecoides donde se obtuvo una respuesta diferente para las células autétrofas y las heterdtrofas. Adaptado con
permiso de la referencia (Wu y col., 2005b), Copyright 2005 Elsevier.

velocidad de rotacién mayor a las células heterétrofas
(m) debido a las diferencias en propiedades
dieléctricas en su membrana, principalmente en
el contenido de proteinas y lipidos. Los autores
propusieron a la electrorrotacién como técnica para
la determinacién de componentes bioquimicos en
las células, ya que este estudio permitié conocer
que células con porcentajes altos de proteinas
giran con mayor velocidad que las células con
menor cantidad, esto porque las proteinas pueden
transportar carga eléctrica mds negativa (Wu y col.,
2005b). Los resultados que obtuvieron prevén para
estudios futuros estimar la cantidad de proteinas,
lipidos y otros componentes de la particula, lo cual
proporcionaria una manera mas eficaz de determinar
las composiciones bioquimicas de la particula.

Otra aplicacién importante de la electrorrotacién
es para la caracterizacién de propiedades dieléctricas
de células y otras particulas complejas. Mediante
la realizacion de experimentos de electrorrotacion
es posible medir la frecuencia de corte (frecuencia
donde el factor de Clausius-Mossotti es cero), y
de esta informacién extraer la conductividad y
permitividad de los distintos componentes de una
célula: membrana, pared y citoplasma. Las
propiedades dieléctricas son indispensables para poder
disefiar sistemas de manipulaciéon de células, en
especial se requieren para el disefio de sistemas
dielectroforéticos. Estos datos usualmente se emplean
en simulaciones matematicas donde se predice el
funcionamiento de dispositivos para cierto tipo de
particulas y se seleccionan los mejores sistemas

para ser construidos y probados. El conocer las
propiedades dieléctricas de las particulas a analizar
y realizar simulaciones, proporciona una herramienta
muy efectiva para la optimizacién de estos sistemas,
ahorrando recursos y tiempo (Lei y col., 2011).

3.4 Impedancia eléctrica

La impedancia eléctrica es una técnica rapida que
se ha empleado para cuantificar la concentracién
de células y deteccion de presencia de patdgenos.
La impedancia se define como la oposiciéon a la
corriente, es decir, consiste en los efectos resistivos a
la corriente que se presentan en un circuito. La técnica
consiste en el empleo de dos electrodos para aplicar
campos de corriente alterna y medir la impedancia
de una suspension de células a lo largo del tiempo,
donde se producen cambios debido a la liberacién de
metabolitos i6nicos de las células. Generalmente se
utilizan varias frecuencias con el fin de lograr una
caracterizacion completa de un sistema. Esta técnica
tiene mds de 100 afos de ser usada, pero tiene la
desventaja que en equipos convencionales, el tiempo
de detecciéon puede ser muy largo cuando se tienen
bajas concentraciones de células. Se han reportado
aplicaciones de deteccién rdpida de bacterias tanto
a nivel laboratorio como industrial. La técnica es
especialmente efectiva y rdpida cuando se emplea en
dispositivos miniaturizados (Gomez-Sjoberg y col.,
2005). Estudios importantes demuestran el potencial
de la impedancia como método en microescala
aplicado con bacterias (Suehiro y col., 2003; Gomez-
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Sjoberg y col., 2005), esporas (Sabounchi y col.,
2008), y con lineas celulares de cancer (Meighan y
col., 2009).

En el 2003 Suehiro y col. reportaron un
microdispositivo donde emplearon una combinacion
de dielectroforesis con mediciones de impedancia. El
dispositivo contenia un arreglo de microelectrodos
interdigitados que se utilizaron para atrapar células de
E. coli mediante dielectroforesis positiva y detectarlas
midiendo la impedancia en términos de conductancia
en uS. Se utilizaron células viables y no viables, las
células no viables se obtuvieron mediante tratamiento
térmico y con luz ultravioleta. Los experimentos
consistieron en introducir al microdispositivo un
flujo 0.9 mL/min de suspensién con células a una
concentracién de 107 células/mL, y atraparlas en los
electrodos mediante la aplicaciéon de un potencial de
corriente alterna. Al aplicar el voltaje, las células
se atrapaban con dielectroforesis positiva y formaban
un “puente” entre los electrodos interdigitados como
lo muestra la Fig. 8a. Este “puente” que une los
electrodos aumenta la conductancia de la suspension
y de esta forma permite detectar la presencia de
las bacterias. Conforme avanza el experimento, se
tiene una mayor acumulacion de bacterias atrapadas
en estos “puentes”’ uniendo los electrodos y por
tanto se observa un aumento de conductancia con
el tiempo. La Fig. 8b muestra las mediciones de
conductancia llevadas a cabo durante 150 s, cuando
se aplicé un potencial de 3 V a una frecuencia
de 1 MHz a una muestra de células viables y
no viables. En la figura puede apreciarse que la
conductancia de las células viables aumenta con el
tiempo, lo que indica una efectiva acumulacién de
células viables atrapadas con dielectroforesis positiva.
En cambio, no se ve este aumento en conductancia
con las células no viables, ya que éstas tienen
diferentes propiedades dieléctricas en su membrana y
no se atrapan con dielectroforesis. Estos resultados
obtenidos en menos de 3 min permiten evaluar
exitosamente la viabilidad de las células. Se demuestra
asi la capacidad de la impedancia para anélisis rapidos
de microorganismos cuando se aplica en dispositivos
miniaturizados (Suehiro y col., 2003).

En el 2005 Wu y col. desarrollaron un detector
para bacterias combinando flujo electroosmético con
mediciones de impedancia. Este grupo construy6 un
microdispositivo con electrodos planos, localizados
en el fondo, los cuales se usaron para generar flujo
electroosmético de corriente alterna para concentrar
de forma rdpida células bacterianas de E. coli. La
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Fig. 9a muestra una representacién esquematica del
dispositivo empleado, donde se incluye la distribucion
del campo eléctrico de corriente alterna. Como
se muestra en la Fig. 9a, al aplicar un potencial
de corriente alterna se generan vdrtices encima de
los electrodos, si el potencial aplicado tiene una
magnitud suficiente, las particulas (mostradas en color
obscuro) se depositan en dreas de estancamiento. El
dispositivo empleado contenia electrodos de oro y
titanio, los cuales tenian una longitud de 2 mm,
ancho de 80 mm y separaciéon de 40 mm. La Fig.
9b muestra los resultados obtenidos con células de
E. coli que se introdujeron en el microdispositivo
a una concentracién de 4 x 10° UFC/mL (unidades
formadoras de colonia). Como se observa en la
imagen, las células se encuentran colectadas formando
una linea en la regién de estancamiento localizada a
lo largo del centro del electrodo. EIl atrapamiento
de estas células se logr6 en 30 segundos aplicando
un potencial de 1 V a una frecuencia de 100
Hz. Demostrando la rapidez que se obtiene al
emplear métodos en microescala. En cuanto a
la deteccion, la Fig. 9¢ muestra los resultados de
impedancia obtenidos en suspensiones de E. coli en
solucion fosfato salino, estas mediciones se llevaron a
cabo empleando distintas concentraciones de células,
aplicando un potencial de 1 V. Como se observa
en la figura, altas concentraciones de células 109
UFC/mL son facilmente detectables con impedancia.
En concentraciones celulares mas bajas, no es posible
detectar la presencia de las células a bajas frecuencias,
observiandose que la sensibilidad de la deteccion
aumenta a frecuencias mas altas. Este estudio es un
ejemplo mas de una aplicacién exitosa de métodos en
microescala. La miniaturizacion facilita integracion
de varios procesos en un mismo dispositivo; en este
caso se logré la deteccion de bacterias en suspension
por medio de impedancia, empleando electroésmosis
de corriente alterna para pre-concentrar las células y
mejorar la deteccién (Wu y col., 2005a).

En una combinacién de las técnicas de
dielectroforesis con aisladores e impedancia eléctrica,
Sabounchi y col. (2008) reportaron la concentracién
de esporas de B. subtilis seguida de detecciéon con
impedancia eléctrica. Primeramente las particulas
(esporas y particulas inertes) se concentraron en un
microcanal con postes aisladores cilindricos, para
su posterior deteccién en un canal lateral mediante
el monitoreo de cambios de impedancia entre dos
electrodos sensores.
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Fig. 8. (a) Células de E. coli viables atrapadas y formando un “puente” entre electrodos interdigitados cuando se
aplica una sefial de 8 V a una frecuencia de 1 MHz, los electrodos se muestran de color negro y miden 50 ym de
cada lado. (b) Mediciones de conductancia obtenidas para células de E. coli viables y no viables atrapadas entre
los electrodos interdigitados cuando se aplica un potencial de 3 V a una frecuencia de 1 MHz; se observa que sélo
las células viables se acumulan gracias al atrapamiento dielectroforético y su conductancia aumenta. Las células
no viables no se atrapan con dielectroforesis y por tanto su conductancia no aumenta. Adaptado con permiso de la
referencia (Suehiro y col., 2003), Copyright 2003 IEEE.
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Fig. 9. (a) Representacion del dispositivo empleado con electrodos planos en el fondo de la cdmara, se muestra la
direccidén del flujo electroosmotico de corriente alterna y en color obscuro se muestran las particulas colectadas.
(b) Células de E. coli colectadas en la regidon de estancamiento que se extiendo a lo largo del centro del electrodo
cuando se aplica 1 V a una frecuencia de 100 Hz por 30 s. (c) Mediciones de impedancia obtenidas aplicando 1 V
para detectar la presencia de células de E. coli, posterior a la concentracién con flujo electroosmotico. Adaptado
con permiso de la referencia (Wu y col., 2005a) Copyright 2005 American Chemical Society.
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Los resultados mostraron como un sistema de
este tipo, con acoplamiento entre dielectroforesis y
deteccién con impedancia puede ser usado como
un dispositivo de alto flujo para deteccion de bajas
concentraciones de células de interés. Al concentrar
las células con dielectroforesis se asegura tener una
sefal suficiente para ser detectada por impedancia. Se
encontré también que al pasar el flujo de esporas por
el canal lateral de sensado se genera un descenso en
la resistencia entre los dos electrodos, lo que resulta
en una corriente mas alta y genera un mayor voltaje
de salida. Este efecto se intensifica al aumentar la
concentracion de esporas. Este estudio demuestra la
aplicacion de la impedancia eléctrica en sensores de
particulas biolégicas de alto flujo (Sabounchi y col.,
2008).

3.5 Enfocado inercial

El uso de fuerzas inerciales es otro mecanismo
que se emplea en la manipulacion de células en
microdispositivos con un alto grado de control y

sensibilidad (Di Carlo y col., 2007). El enfocado
inercial es una técnica en microescala no destructiva,
que no requiere el etiquetado de células con tintes
o reactivos, y es utilizada con éxito para separar y
concentrar microparticulas. Este método consiste en
el direccionamiento y enfocado de particulas dentro de
un microcanal con ayuda de fuerzas inerciales, que son
inducidas mediante la topologia del microcanal. Las
topologias mds empleadas son microcanales rectos
y curvos. En la Fig. 10a se aprecia una imagen
que muestra como es el ordenamiento de particulas
en un canal recto, se muestra la seccion transversal;
observandose que las particulas se agrupan en cuatro
zonas en el centro de cada pared. La Fig. 10b es
una representacion esquematica de la vista superior de
un canal rectangular, observandose que las particulas
se enfocan en tres corrientes o lineas, donde la linea
central es mds gruesa ya que corresponde a dos lineas
de enfocado. En los canales curvos el ordenamiento
y enfocado de particulas se obtiene en el centro del
canal, asi como lo muestra la Fig. 10c en la seccién
transversal de un canal con forma de serpentin.

(a) _

(C) R

(b)

e® © © g 08 4 & 4 & @ e & & @
.. ® 0%0 4% % 0% (V0" 80 % 000Nt
® o 4 o e ® . 9o ® o o o @

Entrada (desordenado) Salida (ordenado)
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Fig. 10. (a) Seccién transversal de un canal recto mostrando el enfocado de particulas en el centro de cada una
de las cuatro caras. (b) Esquema de la vista superior de un canal recto donde se observa que las particulas entran
sin ordenamiento alguno y son enfocadas a su posicion de equilibrio conforme avanzan dentro del microcanal.
(c) Seccion transversal de un canal con forma de serpentin mostrando el enfocado de particulas en el centro. (d)
Esquema de la vista superior del canal en serpentin mostrando el ordenamiento de las particulas a lo largo del canal.
(e) Esquema que muestra las posibles posiciones finales de equilibrio de tres particulas (circulo amarillos) en tres
posiciones distintas bajo el efecto de las fuerzas inducidas de pared y de fuerza de corte. Las regiones denotadas
como circulos discontinuos muestran las regiones finales de enfocado. Adaptado con permiso de la referencia (Di
Carlo y col., 2007), Copyright 2007 The National Academy of Sciences of the USA.
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Fig. 11. Vista superior de un canal recto con glébulos rojos fluyendo (a) sin lograr enfocado cuando Re= 0.3
y (b) enfocado exitoso de los glébulos cuando Re= 60. Adaptado con permiso de referencia (Di Carlo y col.,
2007), Copyright 2007 The National Academy of Sciences of the USA. (c) Representacidon esquemdtica de un
microdispositivo en forma de espiral, en el centro del dispositivo se tiene la entrada de alimentacién donde las
particulas estan desordenadas. Al final del microcanal se cuenta con seis salidas que se utilizan para separar las
particulas que ya vienen enfocadas en corrientes distintas. Adaptado con permiso de referencia (Bhagat y col.,

2010), Copyright 2009 The Royal Society of Chemistry.

La Fig. 10d es un esquema de la vista superior del
mismo canal en forma de serpentin, donde se aprecia
que a la entrada del canal las particulas estin en
desorden y se van ordenando conforme se acercan
a la salida del microcanal. Los microdispositivos
que emplean canales con curvaturas, pueden ser
de forma de serpentin o espiral, donde se han
reportado separaciones eficaces de una variedad de
microparticulas (Xuan y col., 2010).

En esta técnica, las particulas fluyen a lo largo
del canal con la ayuda de un flujo inducido por una
bomba o por electroésmosis. En estos sistemas se
tiene una combinacién de fuerzas de ascension (lift
forces en inglés) de fuerzas de corte y fuerzas de pared.

Las fuerzas de corte que se generan a nimeros de
Reynolds mayores a 5 alejan a las particulas del centro
del canal, mientras que las fuerzas de efecto de pared
impulsan a las particulas hacia al centro, alejandolas
de las paredes. De esta forma, las particulas son
enfocadas a un punto donde las fuerzas se equilibran, y
permanecen enfocadas, la posicion de las particulas es
dictada por la magnitud de las fuerzas. En la Fig. 10e
se muestra un esquema del movimiento que tendran
tres distintas particulas en la seccién transversal de un
canal. El balance o equilibrio entre las fuerzas de corte
y pared enfocan las particulas (circulos amarillos) a
posiciones en el centro de cada una de las cuatro caras
del canal, estas posiciones estdn denotadas con lineas
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discontinuas.

Los pardmetros mas importantes que determinan
si las particulas serdn enfocadas, son el nimero de
Reynolds del canal, la relacién entre el didmetro de la
particula (d,) y el didmetro hidraulico del canal (D).
Se ha demostrado que para lograr enfocado se requiere
flujo cuyo nimero de Reynolds sea moderado y que se
cumpla la relacién d,/ Dy, > 0.07.

El grupo de investigacién de Di Carlo ha sido uno
de los pilares en el desarrollo del enfocado inercial de
particulas en dispositivos microfluidicos. Este grupo
ha publicado desde los principios fundamentales (Di
Carlo y col., 2007); hasta importantes aplicaciones
clinicas como el desarrollo de un filtro miniaturizado
para muestras de sangre con eficiencias mayores del
80% en la remocion de patdgenos presentes en sangre
(Mach y Di Carlo, 2010). Reportes mas recientes
han extendido las bases tedricas del enfocado inercial,
desarrollando los primeros estudios en particulas no
esféricas (Hur y col., 2011a) y particulas deformables
(Hur y col., 2011b).

Di Carlo y col. (2007) estudiaron las fuerzas
inerciales generadas en canales curvos variando la
geometria del canal, la densidad de las particulas
y de las soluciones de suspensién empleadas. En
estos experimentos con particulas inertes se encontrd
que la razén entre las densidades de la particula
y del medio no tenfa un efecto significativo en el
enfocado. Este grupo reporté estudios con glébulos
rojos donde se obtuvo un enfocado similar al de las
particulas inertes, con la excepcién de que los glébulos
rojos presentaron un ordenamiento adicional debido
a su forma bicéncava, ya que éstos rotaban sobre su
propio eje. En la Fig. 11a se tiene una imagen del
posicionamiento de los glébulos rojos en un canal
rectangular, mostrando que a nimeros de Reynolds
bajo (Re = 0.3) no hay un enfocado de glébulos
rojos y en la Fig. 11b se observa el enfocado exitoso
de glébulos rojos obtenido al aumentar la velocidad
del fluyjo con Re = 60. Cabe mencionar que la
curvatura del canal es un pardmetro mis que puede
explotarse para lograr una separacién deseada. En
canales curvos existe un flujo secundario causado por
la inercia del mismo fluido que se ha utilizado para
manipular mas efectivamente la posicion de particulas
en microcanales (Di Carlo y col., 2007).

El enfocado inercial también se ha usado para
manipular células cancerigenas, como ejemplo se tiene
el trabajo de Kuntaegowdanahalli y col. (2009),
donde disefiaron un microdispositivo con un canal
en espiral para la separacion continua de diferentes
células empleando la aceleracién centrifuga en el
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canal. En la Fig. llc se muestra un esquema
del dispositivo en espiral, mostrando en la entrada
particulas no ordenadas, y conforme avanzan son
enfocadas y separadas hacia distintos reservorios o
salidas. Este grupo demostré la separacién entre
células de neuroblastoma (SH-SYSS5) de ~ 15 um
de didmetro y células de glioma (C6) de ~ 8 um de
didmetro. La eficiencia de separacién fue superior al
80% para ambos tipos de células, con una viabilidad
celular después de la separacion mayor al 90%
(Kuntaegowdanahalli y col., 2009). Estos resultados
demuestran la gran flexibilidad del enfocado inercial
para aplicaciones clinicas y biomédicas.

3.6 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una importante herramienta
que utiliza los principios de dispersion de la
luz y excitaciéon de fluorocromos en el estudio
y clasificaciéon de poblaciones celulares, ya que
permite conocer caracteristicas como tamaiio celular,
granularidad de la membrana e intensidad de
fluorescencia (en el caso de células marcadas con
tintes fluorescentes). En los estudios de citometria en
microescala, las células se introducen en un sistema
microfluidico para ser alineadas hidrodindmicamente
y ser conducidas hacia un rayo laser. Esencialmente,
el sistema microfluidico se usa para introducir la
muestra, la cual es rodeada por un flujo envolvente
externo, y enfocar las células al centro del microcanal.
El flujo de células enfocadas se hace pasar, una por
una, a través de un rayo laser el cual al incidir sobre
las células se desvia obteniendo una sefal especifica,
que es recibida por un sensor que la transforma de
luminosa a digital. La sefial digital es relacionada
con la célula analizada, lograndose de esta manera, la
clasificacion de las células. La Fig. 12 muestra una
representacion esquematica del funcionamiento basico
de un citémetro de flujo.

Usualmente, los resultados de estudios de
citometria de flujo son reportados en graficas de
puntos, donde en los ejes x y y se representan las
escalas de fluorescencia de los diferentes tipos de
fluorocromos utilizados, y cada punto simboliza a
una particula detectada. En estas graficas se puede
diferenciar a poblaciones con caracteristicas diferentes
u obtener la densidad de una poblacién de particulas
marcadas.

Una aportacién importante en el campo de
citometria de flujo en microescala fue reportada
Yamaguchi y col. (2006); este grupo desarroll6
una técnica rdpida para analizar la presencia de
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Fig. 12. Representacién del funcionamiento bdsico
del citémetro de flujo. La muestra es inyectada y
enfocada a través de un flujo envolvente, llevando a
las particulas enfocadas hacia un laser para su anélisis.

Pseudomonas en leche. En este estudio las células
bacterianas fueron marcadas usando la técnica de
hibridacién fluorescente in situ (FISH en inglés).
En esta investigacion se prepar6 una muestra
testigo de leche sin Pseudomonas y otra muestra
con Pseudomonas, previamente marcadas, ambas
muestras fueron analizadas con citometria de flujo.
La Fig. 13a muestra la grifica obtenida cuando
se analizd6 una muestra de leche sin bacterias,
observando ausencia de sefial en la regién 1 (dentro
del rectangulo). La Fig. 13b contiene los resultados
obtenidos con la muestra inoculada con Pseudomonas,
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mostrando una alta densidad celular relativa a la
presencia bacterias en la regiéon 1. El tiempo de
andlisis de seis muestras en este sistema microfluidico
fue de solo 30 min. Este estudio comprueba que la
citometria de flujo en microescala puede representar
una alternativa a las técnicas tradicionales en la
deteccién de bacterias y otros microorganismos en
alimentos; con ventajas atractivas como reduccién
en la cantidad de muestra requerida, rapidez y
portabilidad (Yamaguchi y col., 2006).

Otras importantes aplicaciones de los citémetros
de flujo fueron presentadas por Palkova y col. (2004)
mediante el empleo de un sistema hidrodindmico
miniaturizado para el andlisis de viabilidad en
levaduras, deteccion del silenciamiento de un gen
y caracterizacion de infecciones fungales. Estos
resultados demuestran el gran campo de aplicacion y
flexibilidad de la citometria en microescala (Palkova
y col., 2004). En la actualidad los citémetros de
flujo son una poderosa herramienta en el andlisis
celular, como por ejemplo en el estudio de los
distintos estados fisioldgicos, la viabilidad celular o
la caracterizaciéon dindmica de secrecién de algin
metabolito secundario.  Sin embargo los equipos
convencionales de laboratorio (escala normal) resultan
ser demasiado costosos y de grandes dimensiones
(Bhagat y col., 2010; David y col., 2011; Want y
col., 2011). Por tanto existe un creciente interés en
el desarrollo de citémetros de flujo para microfluidica,
de menor costo, portétiles y de bajo requerimiento de
muestra (Meade y col., 2011).

(b)

Muestra con células

Sefial de fluorescencia roja

Sefial de fluorescencia verde

Fig. 13. Graficos de puntos de citometria de flujo donde se observa (a) andlisis de una muestra de leche sin ser
inoculada con Pseudomonas 'y (b) muestra de leche inoculada con Pseudomonas, donde los puntos contenidos en la
region 1 representan a dichas bacterias. Adaptada con permiso de referencia (Yamaguchi y col., 2006), Copyright

2006 The Society for Applied Microbiology.
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Conclusiones

El desarrollo de las técnicas en microescala para
el andlisis de células estd avanzando rdpidamente.
Aplicaciones como deteccion de patégenos en
alimentos y cuerpos de agua, control de calidad,
andlisis clinicos como deteccidon oportuna de céncer,
son dreas donde es esencial la obtencion de resultados
répidamente. El miniaturizar estos procesos permite
explotar diferentes fendmenos y caracteristicas que
impulsan el desarrollo de nuevas técnicas. Las
ventajas que ofrecen las técnicas en microescala,
como respuesta rapidas, portabilidad y alta resolucion,
ofrecen una alternativa a los métodos tradicionales,
que en su mayoria requieren cultivo y por tanto no son
capaces de proporcionar respuestas oportunas.

El presente articulo de revision muestra un
panorama de los avances en el manejo de células
intactas a microescala, donde se incluye una breve
descripcion de los fundamentos de seis de las técnicas
mds empleadas y ejemplos representativos de cada
una de ellas. En las aplicaciones se muestran
como fuerzas eléctricas, inerciales y efectos Opticos
han sido empleados exitosamente para el andlisis de
una amplia variedad de células. EIl potencial de
los métodos miniaturizados es muy amplio, desde
simples mediciones de crecimiento celular y pruebas
de viabilidad, hasta andlisis clinicos que se espera
puedan ser empleados para la oportuna deteccién de
cancer. Las técnicas electrocinéticas en particular
tendran un desarrollo acelerado; debido a su alta
flexibilidad y bajo costo, ya que ofrecen la posibilidad
de explotar diferentes caracteristicas, como los son
las propiedades dieléctricas de las células, para
lograr la deteccidn, separacién y concentracién de
células. Existe atin mucho trabajo por hacer para
lograr que estos métodos novedosos sean aceptados
como préctica estdndar en los laboratorios y en la
industria, sin embargo, se espera seguir teniendo en
los afios venideros un gran avance en el desarrollo
de las técnicas en microescala para el andlisis y
manipulacién de células.
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