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Resumen

Los sistemas microfluidicos han demostrado ser una alternativa
prometedora ante procesos convencionales de separacion y
caracterizacion. Este trabajo muestra €l estudio numérico del
fendmeno de la termoforesis en un microdispositivo para la
separacion de diferentes poblaciones de exosomas (vesiculas
entre 40-250nm liberadas por la mayoria de las células) en base
a su tamafio. Empleando el software ANSYS Fluent v.16.0 se han
analizado diferentes modelos geométricos del microdispositivo,
gradientes de temperatura entre la pared superior e inferior y
flujos de entrada, con €l fin de determinar la trayectoria de los
exosomas a través del dispositivo microfluidico y extraer las
diferentes poblaciones. En base a los resultados obtenidos se
muestra el dispositivo propuesto para la fabricacién de un
dispositivo eficiente.

1. Introduccién

Las técnicas de deteccion y diagnostico médico, como las
técnicas de laboratorio han avanzado considerablemente
durante los Ultimos afios [1], [2]. Varios estudios han
demostrado la importancia de la miniaturizaciéon en la
biotecnologia, por lo que los sistemas microfluidicos se
han convertido en una prometedora dternativa a las
técnicas de investigacion y laboratorio convencionales; |os
volimenes de muestras y reactivos utilizados en los
experimentos son menores, debido a su tamario |0s equipos
son generalmente portétiles y se pueden realizar mas de
una accion simultdneamente obteniendo informacion
cualitativa y cuantitativa reduciendo el tiempo de andlisis

[3].

En este escenario, el estudio de los exosomas esta
avanzando rapidamente ya que son vesiculas de gran
importancia como marcadores biol6gicos en €l desarrollo
de labiopsia de fluidos biol gicos.

Los exosomas son peguefias vesiculas (40-250nm)
liberadas al medio extracelular por la mayoria de los tipos
celulares. Estas vesiculas formadas por una bicapalipidica
pueden contener en su interior lipidos, proteinas, RNA
mensagjero (MRNA), micro RNA (miRNA), metabolitos o
proteinas especificas de lacélulaque las libera[4], [5].
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Durante las Ultimas décadas, los exosomas han sido
considerados desechos celulares. El estudio de los
componentes, en cambio, ha demostrado su gran potencial
en el descubrimiento de marcadores biol 6gicos que pueden
ser directamente asociados con patologias como el cancer
o0 el Alzheimer, ya que trabajan como mensajeros celulares
[4]. Ademas, pueden contener informacidn relevante sobre
el estado en € que se encuentra la célula, permitiendo
definir latipologia, localizacién y grado de la patologia.

Uno de los principal es objetivos de |la medicina preventiva
abordael desarrollo de nuevas técnicas de purificacion que
ayuden aanalizar |os marcadores bi ol 6gicos de unamanera
répida, barata y no invasiva [6], [7]. Por esta razén, los
exosomas han sido extraidos por casi todos los fluidos
corporales como la orina, el plasma o € liquido sinovial.
No obstante, las técnicas de aislamiento actuales han
dificultado € avance de las investigaciones debido a los
largosy laboriosos procesos[4], [8], [9]. Con €l objetivo de
obtener una técnica de aislamiento rapida, facil y barata, se
ha diseflado un microdispositivo donde se han empleado
gradientes de temperatura para direccionar, estratificar y
separar diferentes poblaciones de exosomas en base a su
tamario.

La termoforesis es la generacion de un gradiente de
concentraciones inducido por un gradiente de temperatura.
Este fendmeno es un transporte de particulas adicional ala
difusién donde el flujo masico de una mezcla
multicomponente se define como [10]:

n-1
J =—P[Z Di Ve, + Dy VTJ i=1.n-1

k-1
donde J, es € flujo mésico del componente i, pesla
densidad de la mezcla, D, es € tensor de la difusion
molecular, Vg es e gradiente espacial de la fraccion
masica del componente k,D,, es € coeficiente de
termodifusion del componente i, T es la temperatura y
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VT es el gradiente espacial de temperatura a través de la
mezcla

La magnitud representante del fendmeno de la
termodifusion es el coeficiente Soret, que en una mezcla
binaria se define como la relacion entre € coeficiente de
termodifusion y e coeficiente de difusion molecular,
S, =D, /D.

Cuando una suspensién coloidal es posicionada ante un
gradiente de temperatura, las particulas se desplazan hacia
lazonacaliente o friaa unavelocidad de arrastre uniforme
v, =-D, VT, llegando a un estado estacionario de

concentraciones [11], [12].

El coeficiente Soret puede ser positivo o negativo
dependiendo de la direccion de desplazamiento del

componente base. Cuando S,;>0, la suspension se

denominatermofobica, donde el componente mas denso se
mueve hacia la zona fria, mientras que el componente
menos denso se desplaza hacialazonacaliente. La opuesta
y menos comun tendencia de desplazamiento se define
como termofilica. A consecuencia del desplazamiento de
los diferentes componentes, se genera un gradiente de
concentraciones y con el objetivo de homogenizar la
mezcla, se generaotro flujo en la direccion opuesta debido
aladifusion molecular.

En base a este fenébmeno, este trabajo andiza
numéricamente este estudio y propone un huevo
microdispositivo  microfluidico para controlar €
desplazamiento de los exosomas y separar diferentes
poblaciones bajo el efecto del gradiente térmico.

2. Andlisisnumérico

El estudio numérico se ha llevado a cabo mediante el
software ANSY'S Fluent v.16.0. En primer lugar, se ha
analizado la tendencia de desplazamiento de las vesiculas
ante un gradiente de temperatura. A continuacion, se ha
estudiado la extraccion de los exosomas, y finalmente, en
base a los resultados obtenidos se propone un dispositivo
final paralafabricacién. Durante todas las simulaciones se

describen tres apartados diferentes: el dominio geométrico,
el modelo numérico y el resultado.

2.1. Comportamiento del exosoma ante un gradiente
térmico

Dominio geométrico

En primer lugar, con € fin de analizar la tendencia de

desplazamiento de los exosomas ante €l gradiente térmico,

se haideado un canal rectangular bidimensional tal y como
muestrala Figura 1.

T, T, Ti>To> T,

RS [ ]
inlet N Sample
Sample inlet T, outlet

Figura 1: Esquema del microdispositivo estudiado.

En la entrada, se ha establecido un citometro para limitar
la zona de entrada de los exosomas y aplicar un gradiente

de temperatura homogeéneo a toda la muestra. En cuanto a
laaltura, la cavidad central se ha establecido como 1/5 de
laalturatotal del dispositivo donde se han analizado alturas
diferentes: 50pum, 100pum, 200pm, 400um, 800um and
1600um. Paralasalidadel flujo se haestablecido unaunica
salida, ya que en esta primera simulacion Unicamente seva
aanalizar el perfil de desplazamiento.

Modelo numérico

La muestra de exosomas consta de una poblacion de
vesiculas suspendidaen PBS, previamentetrataday aislada
de otros tipos celulares. En base a la naturaleza de la
muestra, € modelo de simulacién empleado ha sido €
DPM, donde se ha definido una poblacién de exosomas
entre 40 y 250 nm [13], [14]. La muestra ha sido
introducida por lacavidad central del citbmetro alamisma
velocidad que el fluido portador y una temperatura media
de 298.16 K.

Las particulas suspendidas han sido estudiadas en € flujo
laminar empleando €l método Eulerian-Langrangian,
donde se haanalizado €l desplazamiento de cadaunadelas
vesiculas.

La fase continua y discreta intercambian calor, masa y
momento, pero la interaccion entre las vesiculas ha sido
ignorada debido a su baja concentracion, no obstante, la
fuerza termoforética ha sido activada. Para laintroduccion
del coeficiente de termodifusién se harealizado un cambio
de variable de acuerdo con el trabagjo de Eslamian et al.
[15], y se haintroducido empleando una Funcién Definida
por e Usuario (UDF), definiendo el coeficiente de
termodifusion en funcion del didmetro de las particulas
[16]:

Poiav (p)

Dr fuent = 671T-Dy exp” 2

donde u es la viscosidad, DTexpes el coeficiente de
termodifusion experimental Y Py, o,y €S € didmetro de

las particulas. Por otra parte, a tratarse de particulas
submicrométricas, se ha activado lafuerza Saffman Lift.

Al mismo tiempo, se han definido las propiedades de los
materiales presentes en la mezcla: exosomasy PBS. En €
caso del fluido portador, fue determinado en el Laboratorio
de Mecénicade Fluidos de Mondragon Unibertsitatea [17].
En cuanto a los exosomas, se ha partido de datos de
molécul as sintéticas parecidas, |os liposomas.

Parafinalizar con € modelo numérico se han impuesto las
condiciones de contorno y trabajo mostradasen laTabla 1:

Tabla 1. Condiciones de contorno aplicadas.

Condiciones de contorno

Pared Sup. 302.16 K

Pared Inf. 294.16 K

Citémetro 298.16

V. Entrada Dependiente del caso
Outlet Outflow=1
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Con e fin de andlizar diferentes separaciones se han
definido varias velocidades de entrada, tanto del flujo
portador como de la muestra. Se ha definido el parametro

f, = % , relacion entre e flujo de entrada del citometro y
e flujo total. Los valores empleados han sido 0.2, 0.1, 0.05
y 0.025 para unas vel ocidades de entrada totales de 50, 100
y 200 ml/min, para cada una de las aturas de dispositivo
estudiadas.

Resultados

Todas las simulaciones han mostrado un desplazamiento
de las vesiculas hacia la pared fria. En cuanto a la
separacion poblacional, solamente algunas condiciones
hacen posible su separacién (Figura 2).

. 250 nm

198 nm

143 nm

86.7nm [

40 nm

Figura 2: Desplazamiento de los exosomas hacia la
pared fria (zona de precipitacion).

Entre los casos donde se ha obtenido una separacion
poblacional, se ha realizado un estudio del grado de
separacion de cadauno, donde se havisto que los casos con
menor nimero de Reynolds y mayor relacion de flujos de
entrada, mayor es €l gado de estratificacion.

Aparte del grado de estratificacion, se ha analizado
también, el tiempo de separacion seleccionando. Como
ejemplo de un caso, donde la separacion es atay el tiempo
de procesado esrelativamente bajo (~ 1.5 h): 400 um, flujo
total de entrada debe ser de 100 ml/miny relacion de flujos
de entrada 0.025.

2.2. Extraccion delos exosomas

Tras seleccionar las condiciones de trabajo idoneas, se ha
simulado la extraccion de las vesiculas. Para €llo, se ha
empleado €l mismo modelo realizando cambios en las
condiciones de contorno respecto alas salidas.

Dominio geométrico

En este caso, se han establecido dos salidas en la pared
inferior donde se precipitan las vesiculas con €l fin de
extraer las vesiculas de mayor tamafio desde la primera
saliday las de menor tamafio desde la segunda (Figura 3).

T;>Te>T,
To T

—

Figura 3: Microdispositivo de dos salidas simulado.

Modelo de simulacién

Todos |os parametros descritos en el apartado anterior han
sido mantenidos en excepcién de las condiciones de
entraday salida que han sido gjustadas para direccionar las
vesiculas hacia las salidas. Para las condiciones de salida,
se haimpuesto la condicién outflow donde se ha de definir
el porcentgje del flujo a extraer desde cada salida.

Resultados

Al analizar los resultados, se ha visto que las particulas
tienden adesplazarse hacialapared inferior, extrayendo las
diferentes poblaciones desde cada una de las sdlidas. La
mejor separacion se ha obtenido al establecer un flujo total
de un 5% en la sdida inferior (condicion Outflow).
Ademas, se ha visto que los cambios en las condiciones de
entrada permiten al usuario separar diferentes poblaciones
(Figura4).

. 250 nm

198 nm

86.7 nm

40 nm

Figura 4: Resultado de simulacién de dos salidas.

2.3. Estudiotridimensional

Finamente, con el fin de definir las condiciones de
contorno a emplear en las pruebas experimentales, se ha
realizado un breve estudio tridimensional partiendo de la
geometria anterior.

Dominio geométrico

Se ha empleado la misma geometria empleada para la
extraccion de los exosomas, donde se ha asignado un
hondo de dispositivo de 200 pm.

Modelo de simulacién

Para este modelo, se ha utilizado € modelo anterior,
cambiando las condiciones de entrada y sdida para
direccionar las vesiculas en dicha geometria.

Resultados

Como en los casos anteriores, se ha logrado separar dos
poblaciones de exosomas (una entre 40-160nm y otra 160-
250nm) (Figura 5). Para obtener buena separacion se
establecido una velocidad de entrada de 2.8 unv/s para €l
PBSy 0.28 um/s parala muestra de exosomas (debido ala
no linealidad del perfil de temperatura dentro del
microdispositivo, ya que las paredes lateraes se han
mantenido en temperatura ambiente).
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- 250 nm

i40nm

Figura 5: Resultado del estudio tridimensional.

3. Conclusiones

En este trabgjo se ha estudiado numéricamente el
fendmeno de la termoforesis en una muestra de interés
biol6gico con el fin de separar diferentes poblaciones de
exosomas. En primer lugar, se ha estudiado e
comportamiento de las vesiculas ante un gradiente de
temperatura. Trasdefinir sumovimiento, se haposicionado
dos sdlidas para separar a menos dos poblaciones. En
cuanto a las salidas, se ha visto que los cambios en las
condiciones de contorno permiten a usuario extraer
diferentes poblaciones de exosomas. Finalmente, se han
deducido las condiciones de trabsjo a emplear en las
pruebas experimentales mediante un Gltimo estudio en un
microdispositivo tridimensional.

Mediante este estudio, se ha demostrado que la
termodifusion es un mecanismo eficiente para separar
€xXosomas en comparacion con técnicas convencionales
empleadas hasta la fecha. Todas las técnicas y geometrias
analizadas se resumen en el patente nimero P201631380.
Actualmente, se esta trabgjando en los procedimientos
experimentales para validar el modelo numérico.
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