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Resumen

La utilizacion de la microfluidica para la generacion de liposomas es un area de alto interés
para la encapsulacion de diversos agentes terapéuticos como farmacos, proteinas, células y
material genético para el tratamiento de numerosas patologias. Existen diversas metodologias
para lograr la formacion de liposomas, en general, estas se pueden dividir en técnicas de alta
0 baja energia. En este sentido, si bien las técnicas de alta energia suelen ser eficientes en
términos de lograr tamafios menores de liposomas, las condiciones de operacién suelen dafar
los elementos encapsulados y por ello existe un gran interés en lograr el desarrollo eficiente
de técnicas de baja energia, en donde los sistemas microfluidicos destacan por sus
capacidades potenciales vinculadas a la precision, versatilidad, eficiencia y seguridad para
los componentes que se desean encapsular. Para lograr la formacion de liposomas mediante
la utilizacion de sistemas microfluidicos, existe un conjunto de variables que afectan el
tamarfio final de estos como, tamafio del sistema, geometria del sistema, flujo total, razones
de flujo, concentraciones de fosfolipidos, fluidos utilizados, tipos de fosfolipidos, proporcion
de fosfolipidos y la temperatura. En el presente trabajo se evaluaron diferentes condiciones
experimentales para la produccion de liposomas mediante chips de microfluidica con un
disefio experimental que evalla cinco variables y su relacion con el tamafio final de los
liposomas. Estas variables corresponden a: a) la disposicién geométrica del sistema, b) el
flujo total dentro del sistema, c) las razones de flujo, d) la concentracion de fosfolipidos y €)
razon de fosfolipidos. Las configuraciones geométricas utilizadas segun el angulo de
interseccion 45°/90°/180°, chips Y, T y Co flow respectivamente, estas geometrias fueron
las mas vistas durante las revisiones bibliogréficas. Estos chips fueron fabricados con PMDS
utilizando placas de silicio en cuya superficie se inscribe el molde de los chips con técnicas
de fotolitografia. El flujo total en los sistemas fue de 200 ul/min a razones de flujo de 2.5, 5,
10, 20, 30 y 50, con una concentracion de fosfolipidos de 0.27 mM con razones de 2:1y 3:1
de fosfolipidos POPE y POPG. Se propone un modelo que permite relacionar el tamafo de
liposomas con una variable operacional para escalar el sistema de tamafio con miras a una

produccién industrial.



Objetivo General

En el contexto de la sintesis de liposomas mediante sistemas microfluidicos, el objetivo
general de este proyecto es la determinacion de la relacion entre las variables de disefio de

chips de microfluidica y el tamafio final de liposomas

Objetivos Especificos

« Disefiar y producir chips microfluidicos con configuraciones de interseccion de flujos en
45° tipo “Y?, 90° tipo “T”y de tipo Co-flow para la sintesis de liposomas.

e Modelar y simular los sistemas microfluidicos utilizando el software COMSOL®.

o Determinar el efecto de pardmetros funcionales (geometria de los conductos
microfluidicos, flujo total y razones de flujo entre fases) en el tamafio de los liposomas.

o Dimensionar un sistema de produccion de liposomas de forma industrial
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Estado del arte

La microfluidica es un area de la mecénica de fluidos y fenémenos de transporte cuyos
comienzos datan de 1940, lo cual la posiciona como una tecnologia reciente comenzando a
estudiarse con gran interés y creciendo de manera exponencial desde el afio 2000 hasta la
actualidad, aunque todavia siendo un area inexplorada en su totalidad. La microfluidica es la
ciencia y la tecnologia de la manipulacion de pequefias cantidades de liquidos, en
dimensiones micrométricas. La diferencia con los sistemas convencionales radica en el
numero utilizado normalmente para caracterizar sistemas de fluido, en este sentido, | nimero
de Reynolds, el cual para estos sistemas suelen ser valores pequefios, preponderando asi
flujos laminares y cuya dindmica suele estar dominada méas por efectos viscosos que de
inercia (Boulez et al, 2017). Estas propiedades fisicas son las que resultan altamente
atractivas para el desarrollo de diferentes aplicaciones, donde destacan la generacion de
micro reactores, produccién de nanomateriales, y la generacion de particulas lipidicas por
medio de sistemas formadores de gotas, estas Ultimas de gran interés en el desarrollo de
sistemas de transporte de farmacos y material genético, esto Gltimo de gran interés en el
desarrollo de nuevas vacunas (Bastian et al 2017).

La generacion de gotas utilizando sistemas de tamafios micrométrico permite control del
proceso, permitiendo diametros y frecuencia de formacién, controlables mediante la
modulacion de parametros conocidos como; Flujo, presion, viscosidad y tension superficial
de los fluidos involucrados. (Droplets microfluidics Chapter-1, 2020)

La finalidad de producir gotas de tamafio micro o nanométrico es variada, ya sea para
utilizarlas como sistemas reactivos mediante la inyeccion de reactivos, generacion de
capsulas con aplicaciones médicas como vacunas 0 generacién de medicamentos, analisis
biol6gicos, informaticos y quimicos. (Jhan et al, 2013). El enfoque principal de esta memoria
es la generacion de liposomas en chips de microfluidica predeterminados o confeccionados
mediante técnicas de fotolitografia, utilizando COMSOL como optimizador de la fase

experimental, para la modulacion del tamafio de liposomas producidos.
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Parametros de formacion de gotas.

La Microfluidica es la ciencia de los fluidos manipulados a escalas micro y nanometricas.
No existe un claro requisito para que los sistemas sean tratados como microfluidicos, pero en
comparacién con su contraparte macroscopica se puede definir diferencias tales como, que
el flujo laminar es la norma en los fluidos bajo condiciones microfluidicas y fuerzas
intermoleculares como la tension superficial comienzan a tomar relevancia, en cambio en
casos comunes macroscopicos como abrir un grifo de agua cuya dindmica esta gobernada
principalmente por las fuerzas de inercia producto de un campo de velocidad, causando
regimenes turbulentos. (Bastian E. 2017) Dadas las dimensiones en las que se suele trabajar
en sistemas micrométricos con conductos cuyos tamarfios varian entre 10-6 y 10-3 metros con
volumenes entre 10-9 y 10-18 litros (Whitesides, 2006). El didmetro caracteristico de estos
sistemas es pequefio y considerando a la baja velocidad que se desplazan los fluidos por los
conductos el nimero de Reynolds de estos sistemas es bajo, por lo que el régimen
predominante es el laminar. Esto es porque los efectos de la viscosidad del fluido, la
propiedad inherente de cada fluido a cohesionarse consigo mismo por interacciones
intermoleculares, es mayor a la inercia del fluido producto de un campo de velocidad y pierde
relevancia el momento del fluido. (Boulez et al, 2017).

La formacién de gotas en sistemas microfluidicos suele estar controlados por parametros
inherentes a los fluidos, viscosidad y densidad ademas de otros dependientes del sistema,
(compréndase el sistema como el conjunto de formaciones geométricas por el cual viajan los
fluidos y los fluidos seleccionados) cuya interaccion es distinta caso a caso, estos son: tension
superficial, esfuerzos de corte y razon de flujo entre la fase continua y dispersa. Todas estas
variables dictaminan cuando, como y con qué frecuencia se generan gotas siendo la tension
superficial entre las fases la determinante de si el fendmeno ocurrird o no. (Ren, C. Chapter-
2, 2020)

Existen métodos de formacion de gotas de manera activa y pasiva. La formacion pasiva de
gotas implica solo la interaccion entre las dos fases viajando por los conductos del sistema,
cuyo posible resultado de ponerse en contacto sera la generacion de gotas. Existe otro método
de formacidn activa de gotas que incluye, usar el método pasivo con afiadido de potencial
externo para cambiar el procedimiento de generacion de gotas. El potencial externo puede

12



ser de caracter termico, magnético, neumatico acustico hidrodinamico y eléctrico (Lee et al
2012, Link et al, 2006 Xi, et al 2017, Wu et al 2013). Ademas, pueden afiadirse de sales o
surfactantes para empeorar la coalescencia de las gotas generadas y aumentar su duracion

para posteriores almacenamientos. (Mazutis et al 2012, Courtois, F et al 2008).

La viscosidad, densidad son propiedad de los fluidos, es funcion de la temperatura, presion
y esfuerzo de corte a la cual estd sometido. Estos pardmetros son relevantes a hora de

considerar la totalidad de estos parametros en la ecuacion de Navier-Stokes.

Numeros adimensionales en microfluidica.

En estos regimenes microfluidicos la utilizacion de nUmeros adimensionales para caracterizar
comportamientos suele ser muy Gtil para demostrar que factores tienen real injerencia en el
comportamiento de la generacién de gotas. (Ren. C, Lee. A 2020). En la tabla 1, se observan

algunos para describir movimiento y transferir materia de uso general.

Tabla 1. Numero adimensionales sobre inercia y transferencia de materia. (Ren. C, Lee. A 2021)

Numero adimensional Ecuacion Significado
Reynolds Re = pvd Indica la razon en la inercia del
n fluido comparado con las fuerzas

viscosas del mismo.

Capilaridad M. nyd Indica la razon entre las fuerzas
viscosas en comparacion a las
fuerzas  generadas en las

interfases de los fluidos

Ohnesorge Ca% Relaciona las fuerzas viscosas
Oh:(R_e) con las fuerzas de tension

superficial e inerciales.
Weber We = Re * Ca Compara las fuerzas inerciales

con las fuerzas interfaciales.
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Bond Bo — Apgd? Compara fuerzas gravitacionales
o respecto de aquellas causadas por
el contacto en la interfase.
Grashof _ gB(Ts — To)d? Compara las fuerzas producidas
T (;7_))2 por la flotabilidad por respecto de
fuerzas viscosas.
Péclet Pe = vd Compara la tasa de transporte de
Daiss materia producto de la adveccion,
producto de un campo de
velocidad, con la tasa de difusion.
Schmidt S = E Compara el momento de
Re difusividad con tasa de
difusion.
Tabla 2. Nomenclatura.
Simbolo Nombre Unidad
d Didmetro caracteristico del sistema [m]
p Densidad del fluido [kg/mq]
n Viscosidad cinematica [Pa/s]
v Velocidad caracteristica del desplazamiento del fluido [m/s]
y Esfuerzo de corte [1/s]
o Tension superficial [N/m]
B Coeficiente de expansion térmica [L/K]
g Gravedad de la tierra [m/s?]
T Temperatura superficial de un solido [K]
Ty Temperatura en el seno del fluido [K]
Dgirs Coeficiente de difusividad [m/s]
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Configuraciones pasivas para la generacion de gotas.

Existen tres formatos/configuraciones geométricas que permiten la generacion de gotas de
forma pasiva y suelen ser las mas utilizadas para los estudios de microfluidica. (Zhu, P., &
Wang, L, 2017)

(i) Flujo Cruzado: Consiste en generar configuraciones geométricas tal que la fase
dispersa se conecte al canal por el cual fluye la fase continua en un angulo variable
desde mayores a 0° hasta 90°, pudiendo generarse méas de un canal para la union.
Varios ejemplos se muestran en la figura 1.

o = R : :
a 1 * i 0. \’/ w.oooiv
- S
Wi
0.
— | W, W, o,
1 Q;IZ v Continuous v" Ground ;f:';:ouu.
Phase indet Outhet
— Wir

.............. - /
' Ground , | %
H Jr B b 4 Cell Suspension
' Y 4 LW inlet
' / 1 F
'
;

'\ —a— =
fCont. % s /7 \
. > Genoration

-------------- Junction

Droplet Outlet

o

Figura 1. Ejemplos de generacion de gotas por flujo cruzado. (Zhu, P., & Wang, L, 2017)

(i)  Co-Flujo: Se general canales concéntricos tanto para la fase dispersa como
continua de manera que fluyen en la misma direccion separados solo por las
paredes de los conductos hasta que se acaba el conducto de la fase dispersa, la
cual generalmente se encuentra dentro del canal mayor, donde se ponen en
contacto permitiendo la generacion de gotas. Esto se puede visualizar en la figura

| b |

O, —> J’ Wa

0. — |

Figura 2. Ejemplo de Co--flujo para la generacion de gotas. (Zhu, P., & Wang, L, 2017)
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(iii)  Flujo en constriccion: Se utilizan las configuraciones (i) y (ii) con cambios de en
la salida de la fase dispersa tal que se generen constricciones que ayudan a la
generacion de gotas. Varias configuraciones de este tipo pueden observarse en la

figura 3.
El resto de las configuraciones son combinaciones de estas Ultimas con variaciones.

C i i d i

Figura 3. Ejemplo de configuraciones de generacion de gota mediante la aplicacion de constriccion. (Zhu, P., & Wang,
L, 2017)

Se han realizado variados experimentos con las configuraciones antes sefialadas en los
estudios de Anna, S. L., & Mayer, H. C. (2006) y Cramer, et al (2004), con la utilizacion de
microscopios y camaras de alta velocidad se obtienen las imagenes de la figura 4.

Co-flowing streams
iai- a ibib °
Cross-flowing streams

Flow Focusing

_ _
Figura 4. imagenes experimentales de las tres formas pasivas de generacion de gotas. (Christopher, G. F., & Anna, S. L.

2007)

En los que se observa el fendmeno de formacion de gotas en las configuraciones sefialadas,
ya que suele ser un fenémeno de alta frecuencia escapa a la vista comdn.
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Aplicaciones de microfluidica.

Las aplicaciones de la microfluidica son variadas abarcando desde el estudio fenomenologico
desde el punto de vista de la fisica, en aplicaciones directa a la ingenieria, aplicaciones para
la ciencia de materiales y usadas en las areas bioldgicas y de la bioquimica. (Bastian et al
2017)

Para el caso de la ingenieria se pueden generar sistemas completos de cafierias y reactores.
Estos sistemas son altamente eficientes en la transferencia de calor y capacidad cinética de
la reaccion. Se utilizan tanto sistemas pasivos como activos para ayudar a completar la
reaccion. Los reactivos pueden ponerse en contacto de variadas maneras, y posterior al
contacto entre ambos se pueden generar cambios geométricos en los conductos para ayudar
a que se mezclen los reactivos y facilitar la reaccion lo cual se puede visualizar en la figura
5.

a) reagent
fluid
reagent v reagent
fluid y fluid

carrier ;2
fluid =—> >
(44

reagent
b) fluid
reagent * reagent
fluid ¥ fluid

stretch and fold

reorient

Figura 5. Formacion de gota con reaccion quimica, cambio en geometria provoca mezclamiento por adveccion. (Bringer
et al, 2004)

Las aplicaciones en la produccion de materiales se tiene la elaboracion de nanoparticulas de
Quitosano cuya funcion principal es generar la estructura recubrimiento para medicamentos,
ya que sus propiedades de degradabilidad son aptas para luego ser biodegradada por el
organismo. (Cetin, B et al 2013)

La utilizacion de celdas microfluidicas para sintetizar biomoléculas, en las cual se generan
sistemas de conductos y valvulas para mantener en un proceso continuo la produccién de
moléculas. Como ejemplo esté la produccion de péptidos, que se puede observar en la figura
6.
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Figura 6. Sistema de microcanales en chips para producir biomoléculas. Biomolecular Synthesis in Microfluids. (Li, D
2008)

Sistemas de microfluidica para la produccién de liposomas.

Finalmente, en las aplicaciones bioldgicas se encuentra la utilizacion de la microfluidicas
para formar liposomas. La formacién de liposomas obedece mayormente a interacciones
intermoleculares difusivas mas que a efectos fisicos entre dos liquidos inmiscibles cuya
caracteristica principal es la existencia de una interfase cuyas variables asociadas son la
tension superficial y resistencia asociada a la difusivas de las soluciones utilizadas en el

proceso. La formacion de gotas y liposomas son dos areas totalmente diferentes.
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Un liposoma es una bicapa esférica con un nucleo acuoso (Ver figura 7). Esta bicapa esta
formada por fosfolipidos, moléculas organicas que se obtienen de membranas plasmaéticas

celulares o sintetizadas.
e °

, Phospholipids

Figura 7. Membrana bi-lipidica nombrada liposoma.

La caracteristica principal de un fosfolipido es que esta compuesta por dos cadenas de acidos
grasos unidos a un grupo fosfato, el cual puede estar a unido a un grupo Funcional R de
variable tamafio ver figura 8. Al poseer una gran cadena apolar y un grupo fuertemente polar
debido al grupo fosfato y las posibles resonancias de los grupos funcionales, los fosfolipidos
son moléculas anfipaticas, que poseen un extremo soluble en agua y otro que no, y anféteros,

que tienes propiedades tanto de acido como base.

Figura 8. fosfolipido genérico.
Los liposomas se forman cuando los fosfolipidos se encuentran en medio acuoso, donde las
colas hidrofébicas se ordenaran hacia el interior de la estructura y las cabezas hidrofilicas
hacia el exterior, la primera para minimizar el contacto en las moléculas de agua y la segunda

para maximizar el contacto. Esta accion de las moléculas es reversible, los fosfolipidos se
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agrupan para formar liposomas y también se desagregan separandose en fosfolipidos.

n,c/\/\/\/\/\/\/\/lk /\(\ /”"’q
H:'C/\/\/\/E/\/\/\/\n/ .

Figura 9. Equilibrio entre fosfolipidos y liposomas.

La formacion de los liposomas solo ocurre cuando se logra romper la concentracion critica
de fosfolipidos en el medio acuoso, esta concentracién es usualmente conocida como
Concentracion Micelar Critica. Esta concentracion indica que hay un minimo de fosfolipidos

requeridos en un volumen para comenzar la formacion de liposomas.

)
o low surface at above
\0 /O concentration saturation CcMC CMC
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Figura 10. Ejemplo del aumento de concentracion de fosfolipidos en una solucion.

Estos liposomas pueden usarse como capsulas artificiales en cuyo interior puede cargarse
con material genético, células, farmacos y/o reactivos. (Carvalho et al 2022). La primera
persona en utilizar este método fue Alec Bangham en un estudio acerca de difusion de iones
en lecitina, un fosfolipido comun en las yemas de huevos. (Bangham, 1965). La unién del
material lipidico para generar liposomas suele ocurrir debido atracciones moleculares del
mismo fosfolipido y asi genera la esfera lipidica en el sistema microfluidicos, pero el
liposoma solo se generara si el medio continuo es un buffer. (Carugo et al, 2016). La
formacion de liposomas obedece

Dentro de las aplicaciones de este campo esta la produccion de mRNA y siRNA utilizando
microfluidos (Shepherd et al 2021) Sistemas de monitoreo de tratamiento in vitro de genes
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(Courtis et al 2008) generacion de células lipidicas artificiales y nano transportadores
(Carvalho et al 2022).

Las estructuras que se pueden formar en soluciones acuosas a partir de fosfolipidos son
dependientes de su estructura molecular en conjunto de factores externos a la misma
molécula como temperatura, pH y concentracion del lipido. La estructura en la cual se
agruparén los fosfolipidos se puede conocer con cierta confianza si no se consideran las otras
variables involucradas, mediante un parametro geométrico P, factor de empaquetamiento, en
que se relaciona el area transversal del grupo fosfato, el volumen de las cadenas ramificadas
y el largo de estas. Este pardmetro de empaque indica que tan conificado se encuentra la
molécula lo cual determina la capacidad de encaje entre ellas para formas diferentes tipos de
estructuras. (Israelachvili, 1980) Todo lo anterior se encuentra resumido en la Figura 11.
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Figura 11. Factor de Empaque Py posibles estructuras de agregados lipidicos. (Phospholipid Research Gate. 2023)
Pero existen caso en los cuales el autoensamble de los lipidos no generen estructuras
esféricas, siendo esto posible dado los grupos funcionales que posean los fosfolipidos. En la
Figura 12, es posible observar como diferentes moléculas logran ensamblarse en geometrias

distintas entre si.
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Figura 12. Tipos de ensambles de liposomas segun las caracteristicas del fosfolipido. (Neuhaus et al 2017)

La formacion de estos liposomas no esférico se da en temperaturas controladas en las que se
aplica calor hasta alcanzar la temperatura de transicion en la que los fosfolipidos adoptan

propiedades liquidadas, para luego enfriarse y cristalizarse rapidamente.

Métodos convencionales para producir liposomas.

La preparacion de liposomas mediante el uso de microfluidica es relativamente reciente.
Existen diversas metodoldgicas para lograr la formacion de liposomas, en general, estas se
pueden dividir en técnicas de alta o baja energia.
Métodos de Baja Energia:

1. Filtracion de Membrana:
Consiste en pasar una mezcla lipidica a través de una membrana porosa para obtener
liposomas. La baja presion ayuda a controlar el tamafio de los liposomas.

2. Rotacién de Pelicula Delgada:
Involucra la evaporacion de un disolvente organico que contiene lipidos, formando una
pelicula delgada que luego se rehidrata con una solucion acuosa para generar liposomas.

3. Agitacion:
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La agitacion de una mezcla de lipidos y solucién acuosa induce la formacién espontanea de

liposomas. Este método es simple y efectivo para obtener liposomas de tamarfios variados.
4. Inyeccion de Solucion Acuosa:

Los lipidos se disuelven en un disolvente organico y se inyectan en una solucién acuosa,

generando liposomas durante la mezcla.

Métodos de Alta Energia:

5. Homogeneizacion a Alta Presion:
Implica pasar la mezcla lipidica a traves de una valvula a alta presién, generando liposomas
pequefios y uniformes debido a la turbulencia y cizalle de los lipidos.

6. Ultrasonido de Alta Intensidad:
Las ondas ultrasénicas de alta intensidad inducen la formacién de liposomas mediante la
creacion de microcavidades y perturbaciones en la mezcla lipidica y acuosa.

7. Microfluidizacion:
Se trata de pasar una mezcla lipidica y acuosa a través de una cdmara de microfluidizacion a
alta presién y velocidad, resultando en la formacion de liposomas uniformes.

8. Electroporacion:
Se aplica un campo eléctrico de alta intensidad para crear poros en las membranas lipidicas,

permitiendo la formacion de liposomas.

Estos métodos convencionales ofrecen diferentes enfoques para la formacion de liposomas,
y la eleccion del método dependeréa de factores como el tamafio deseado de los liposomas, el
tipo de lipidos utilizados y las caracteristicas del farmaco o sustancia a encapsular. Es
importante caracterizar los liposomas resultantes en términos de tamafio, estabilidad y
capacidad de carga para su aplicacién especifica. Los métodos de baja energia son amigables
con muchos elementos a encapsular, mientras que los de alta energia pueden controlar mas
preciso el tamafio de los liposomas, pero cuyos procesos no permiten la adicion conjunta
mientras se forman los liposomas, de sustancias sensibles a temperaturas y presiones altas.
(Lombardo et al, 2022)
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La prevalencia de los liposomas en la investigacion facilita la basqueda de metodos de
preparacion de manera econdmica y factible. Ademas de la evaporacion inversa y la
inyeccion de etanol, los métodos de produccion cominmente utilizados incluyen hidratacion
de pelicula delgada, extrusion, electroformacion, liofilizacion y doble emulsion. Aunque
estos métodos a escala macro son comunmente utilizados debido a su facilidad de uso, son
criticados por su incapacidad para lograr un control preciso sobre el tamafio y la
polidispersidad de los liposomas, asi como por la explotacion insuficiente de reactivos y
materiales. Por ejemplo, los compartimentos celulares artificiales requieren un control
preciso de forma y tamafio para emular células vivas, pero es extremadamente desafiante
(casi imposible) lograr tal precision utilizando técnicas a escala macro. Se ha reconocido que
un tamano de liposoma mas pequefio (<100 nm) puede ser adecuado para mejorar la actividad
de un farmaco antitumoral encapsulado en liposomas (Sang et al, 2021). La produccion de
liposomas de "tamafio limite" con didmetros inferiores a 50 nm solo es factible mediante
técnicas a escala macro como la sonicacion y la homogeneizacion; sin embargo, la
microfluidica permite facilmente la produccion escalable de SUVs con un tamafio de 20-200
nm. Los materiales encapsulados dentro de los liposomas disueltos en solucidn acuosa son
muy costosos (como el ARN mensajero), y los métodos a granel propensos a reproducibilidad
y desperdicio de material pobre. La aparicion de la tecnologia microfluidica resuelve este
dilema, ya que la formacion de liposomas se reduce a un chip a nivel de centimetros,
reduciendo significativamente los costos asociados y mejorando la eficiencia y
maniobrabilidad de la produccién de liposomas. (Zhan et al, 2021)

La microfluidica ha sido utilizada para la produccion de liposomas mediante métodos como
la electroformacidn, hidratacion, extrusion, eyectado pulsado, templado de doble emulsion,
hidratacién de gotas de hielo, eyeccidn transitoria de membrana, transferencia de emulsion
de gotas y control hidrodindmico. Sin embargo, muchas de las técnicas mencionadas
anteriormente resultan en la produccion de sistemas vesiculares relativamente grandes (es
decir, vesiculas grandes unilamelares o microtabulos), limitando su potencial para la
produccién de vehiculos de entrega de medicamentos a nanoescala. Estos métodos si son
comparados con los métodos convencionales de produccion en masa no son mas que simples
versiones miniaturizadas y muchas de las técnicas mencionadas no pueden considerarse

estrictamente microfluidicas, pese a utilizarse en conductos pequefios. Dentro de las técnicas
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de microfluidica resalta el enfoque hidrodinamico (MHF) presenta las particularidades fisicas
tipicas de los sistemas microfluidicos cuya caracteristica principal es un bajo nimero de
Reynolds y transferencia de masa dominada por difusion. Segun la revision de Carugo et al,
2020, es el unico método reconocido por varios autores viable para la produccion de
liposomas nanométricos basados en lipidos con potencial de uso clinico. EI método MHF se
basa en el uso de dispositivos microfluidicos con una geometria de flujo cruzado en el cual
se direccion los flujos desde varios conductos a un Unico conducto. Tipicamente, se fuerza a
un flujo de lipido en solucion alcoholica a fluir en el canal central (o interno) del dispositivo.
El flujo de lipidos es interceptado y envuelto por dos flujos laterales (o coaxiales) de una fase
acuosa tipicamente agua destilada o tampones acuosos de PBS o NaCl. De esta manera, el
flujo que contiene lipidos se enfoca hidrodinAmicamente en una I&mina estrecha con una
seccidn transversal rectangular en el caso de microchips con geometria de flujo. (Lombardo
et al, 2022)

El grosor del flujo focalizado puede ajustarse tanto por el de flujo volumétrico (TRR) entre
los flujos de fase de lipidos y agua y razon entre estos flujos (FFR). La formacion de
liposomas en chips MHF esta gobernada por la difusion de diferentes especies moleculares
(principalmente alcohol y agua, pero también lipidos) en la interfaz liquida entre el disolvente
(alcohol) y el no disolvente (agua) de las fases. El alcohol en el que los lipidos estan
inicialmente solubilizados difunde en el agua y simultdneamente el agua difunde en el alcohol
hasta que la concentracion de alcohol disminuye a un nivel critico, por debajo del limite de
solubilidad de los lipidos. Como tal, la difusion del alcohol desencadena la formacién de
liposomas mediante un mecanismo descrito como "autoensamblaje”. En concreto, se cree
que la difusion reciproca de alcohol y agua a través de la interfaz de alcohol/agua provoca
que el lipido precipite, dando lugar a estructuras intermedias, en forma de micelas oblatas,

que luego forman liposomas. (Jahn et al, 2010)

Se ha demostrado que las técnicas microfluidicas MHF producen liposomas uniformemente
dispersos y permiten el control directo del tamaiio de los liposomas mediante ajustes finos
tanto a FRR como a TFR. El autor Jahn et al. 2007 en su estudio enuncia que "la disminucion

del ancho del flujo de la muestra a escalas de micrometros permite condiciones mecanicas y
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quimicas controladas y reproducibles a lo largo del ancho del flujo, en comparacion con las
técnicas de preparacion a granel mas tradicionales (tubos de ensayo y probetas)". Carugo et
al, 2020 sefiala que los diversos autores no pueden méas que concluir que el método de
produccién de liposomas mediante MHF no tiene un analogo a nivel macro.

Se suele aceptar que los métodos a granel se asocian con condiciones quimicas y mecanicas
heterogéneas y mal controladas durante la formacién de vesiculas lipidicas, dando lugar a
vesiculas no uniformes en la molaridad y tamafio. Por estas razones, a menudo se requieren
pasos de postprocesamiento adicionales para obtener suspensiones homogéneas de vesiculas.
Estos procesos incluyen: (a) extrusion de vesiculas a través de los poros de membranas de
policarbonato, (b) tratamiento con ultrasonido o (c) congelacién y descongelacion repetitivas.
En contraste, al estar caracterizado por condiciones de flujo laminar y transferencia de masa
difusiva, MHF tiene la capacidad, al menos en teoria, de producir liposomas con un excelente
control sobre el tamafio. Ademas, la tecnologia microfluidica ofrece ventajas adicionales
sobre los métodos a granel, incluida la posibilidad de monitorear in situ el proceso de
formacion de liposomas, produccion continua y escalado mediante la paralelizacion de

microreactores. (Carugo et al, 2016)

Fenomenologia del proceso.

La generacién de liposomas a partir de sistemas microfluidicos es un fenémeno combinado
de efectos difusivos en fluidos laminares siendo parte de los métodos de baja energia para la
produccion de liposomas. La caracteristica principal de los flujos laminares en estas
condiciones microfluidicas es que las fuerzas inerciales son despreciables frente a las
viscosas, permitiendo controlar la direccién del flujo con mayor precisién. Esta precision
ayuda a que las mezclas dentro del chip sean rapidas y eficientes generando distribuciones
de tamafios homogéneas para los liposomas. (Jahn et al, 2010)

Los efectos difusivos se aprecian cuando los fosfolipidos quedan abandonados cuando su
solvente, més afinidad con la fase continua de una solucion salina, se dispersa en esta Gltima
permitiendo que los fosfolipidos se agrupen entre ellos dado sus propiedades anfipaticas. La
geometria de los conductos permite contactar ambas fases, solvente del lipido y solucion
salina, generando una interfase que a lo largo del proceso desparece por la difusion del

solvente hacia la solucion salina. EI fendmeno de formacion de liposomas ocurre en la
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interfase que se genera entre ambos fluidos. Esta interfase cambia lentamente a lo largo de
los conductos permitiendo la homogeneidad del proceso de formacion de los liposomas por
la agrupacion de fosfolipidos. (Aranguren et al, 2020).

Modelacién en COMSOL MULTYPHISYCS ®.
En la siguiente Figura 13 modelada en COMSOL MULTYPHISYCS ® se observa como la
concentracion de isopropanol en rojo se ve drasticamente disminuida al entrar en contacto

con la solucion salina 'y que a lo largo de los conductos su concentracion disminuye.

Tiempo=20 s Superficie: Concentracién (mol/m?) Linea de flujo: Flujo total
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Figura 13. Modelo de sistema microfluidicos y disminucion de concentracion del Solvente del fosfolipido.

Aunque en la realidad lo observable difiere al modelado se acerca bastante, pues hay una

interfase entre el solvente y la solucidn salina que desaparece en el proceso.
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Figura 14. Evidencia experimental de la interfase generada.

Para describir el fendbmeno de manera numérica es necesario plantear ecuaciones que
permitan describir el flujo dentro de los sistemas microfluidicos tanto a lo largo del sistema
como en el tiempo.

La ecuacién que permite englobar toda la fenomenologia es la ecuacién de Navier Stokes.
du - —
p(E+u- Vu) =—-Vp+pg+pnvu
Esta expresion contempla los cambios de momento de cualquier fluido dado las condiciones
vectoriales de los campos de velocidades y aceleracidn que afecten al sistema. Esta expresion

puede aplicarse a sistema coordenados cartesianos, cilindricos y esféricos.
Del mismo modo la ecuacion de continuidad también debe de cumplirse.

g—z + V- (pu)=0
Las condiciones de borde del sistema en conjunto de las ecuaciones (1) y (2) permiten
describir a cualquier sistema en sus cambios de momento dado una cantidad de masa
sometida a campos de velocidades. Estas ecuaciones son solucionadas por la aplicacion
Comsol.
En la microfluidica la inercia deja de ser relevante en si misma ya que efectos de interaccion
intermolecular como la capilaridad, mojabilidad y efectos de interfases como la tension
superficial toman relevancia.
El proceso de generacion de liposoma, si bien tiene relacion con los efectos de capilaridad y
mojabilidad, tiene un funcionamiento distinto. Ya que los lipidos se suelen diluir en alcoholes
para mejorar sus propiedades reoldgicas, para transportarse por conductos micrométricos. La

formacion de liposomas ocurre cuando la dilucion del lipido disminuye debido a efectos
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difusivos del alcohol y el buffer acuoso. Este fendmeno causa que los lipidos pierdan su
solvente y queden expuestos en un ambiente poco soluble. La baja solubilidad en agua a
causa de las colas hidrofdbicas de los lipidos causa que se unan entre si las bicapas de lipido,
formando los liposomas. (Jahn et al, 2004). En la figura 15 se puede apreciar
esquematicamente el proceso de union de los fosfolipidos en bicapas para luego formar
liposomas al perder en afinidad con el alcohol.

La generacion de liposomas como indica Jahn et al. (2013), obedece a efectos viscosos
locales, generando cumulos de liposomas, esto implica que mejorando el efecto de
mezclamiento de la fase dispersa en la fase continua promueve la generacion de liposomas.
Por esto Ultimo se propone la simulacion del proceso para encontrar FRR que permitan
agilizar el proceso de mezclamiento del solvente del lipido en la fase continua para promover
la generacion de liposomas, ya que una vez queda expuesto el liposoma en la fase continua

sucede el proceso de autoensamble entre estos, formando asi la gota. (Shum et al 2008).

Aqueous buffer

Phospholipid solution

in alcohol

Selfassembly of bilayers into liposomes

Aqueous buffer

Figura 15. Interseccion en Cruz de flujo cruzado para formacion de liposomas.

Liposomas en la Industria.
La produccion de liposomas es altamente demandada por diferentes industrias. En la industria
farmacéutica, los liposomas se utilizan como vehiculos de entrega de farmacos debido a su

capacidad para encapsular moléculas hidrofilas y lipdfilas junto a su efectividad para penetrar
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las membranas celulares del cuerpo. Los liposomas también pueden mejorar la
biodisponibilidad de algunos farmacos, prolongar su accion y reducir los efectos secundarios.
En la industria cosmética, los liposomas se utilizan como ingredientes activos en cremas y
lociones para la piel. Los liposomas pueden encapsular ingredientes activos, como vitaminas
y antioxidantes, para mejorar su estabilidad y efectividad. También pueden utilizarse para
mejorar la penetracion de los ingredientes activos en la piel.
En la industria alimentaria, los liposomas se utilizan como encapsulantes para proteger los
ingredientes activos sensibles al pH o al oxigeno. Los liposomas también pueden utilizarse
para mejorar la absorcién de nutrientes y mejorar la estabilidad de los alimentos.
En resumen, los liposomas tienen un gran potencial en la industria debido a sus propiedades
Unicas como vehiculos de entrega de farmacos, ingredientes activos en cosméticos y
encapsulantes en la industria alimentaria.
Algunas de las productoras méas conocidas de liposomas para diferentes industrias son:

1. Lipoid GmbH: Es una empresa alemana que produce liposomas para la industria

farmacéutica, cosmética y alimentaria. Ofrecen una amplia gama de productos

lipidicos y servicios personalizados de formulacion y desarrollo de liposomas.

2. Novartis International AG: Es una empresa suiza que se dedica a la produccién de
medicamentos y productos para la salud. Utilizan liposomas para la entrega de

farmacos y tienen varios productos basados en liposomas en el mercado.

3. Encapsula NanoSciences: Es una empresa estadounidense que se especializa en la
produccion de liposomas y otros sistemas de entrega de farmacos. Ofrecen productos
personalizados para la industria farmacéutica y cosmeética, asi como servicios de

formulacién y desarrollo de liposomas.
4. Merck & Co., Inc.: Es una empresa estadounidense que produce medicamentos y

productos quimicos. Ofrecen productos basados en liposomas, incluyendo sistemas

de entrega de farmacos y encapsulantes para la industria alimentaria.
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Respecto de la produccion anual de liposomas no existen datos estadisticos precisos, pero la
tendencia acerca de la produccién va en aumento. La pandemia del Covid-19 fue un punto
de inflexién para la produccion de vacunas la cual vio impulsada su produccion y desarrollo

hacia la industria médica.
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Figura 16.Grafica de incremento de la demanda de sistemas convencionales de sumistracion de drogas y transporte de
droga mediante liposomas. (Trucillo et al 2020)

Simulaciéon Comsol.

COMSOL MULTYPHISYCS ® es un simulador que utiliza iteracion numérica para resolver
diferentes sistemas diferenciales y vectoriales. Las ecuaciones mostradas que describen el
sistema de fluidos a utilizar para la generacion de Liposomas. Las ecuaciones presentes son
a) Ecuacion de Navier-Stoke para fluidos incompresible, b) Ecuacién de continuidad y c)

Ecuacion de difusién mediante conveccion.
V[-PI + w(Vu + ("w)T)] + F = 0
pv - (u) =0

dc

dt+ V-(=DVC) + u - Vc =R

El objetivo de la simulacidn es analizar la difusion reciproca entre las fases liquidas a lo

largo del conducto y comparar la realidad experimental con la simulacién. La informacion
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obtenida sera utilizada en el control experimental. La importancia de usar este simulador es
para optimizar el tiempo se necesitara para obtener muestras, planificar asi la cantidad de
experimentos necesarios y orientar lo que debe suceder en la realidad experimental y ser una

herramienta para apoyar los resultados obtenidos de esta experiencia.

Materiales y métodos

El interés de estudiar la produccién de liposomas es radica en sus aplicaciones bioldgicas y
bioquimicas. En los interiores del liposoma, especificamente en su nucleo se pueden
introducir, farmacos, genes e incluso material celular hasta células. (Almeida et al 2020,
Sercombe et al, 2015). En general segun la aplicacion que se necesite el tamafo ideal del
liposoma puede variar, en un estudio impartido por Mirahmadi et al (2010), se utilizan cuatro
tamanios diferentes de liposomas 100, 400, 1000 y 3000 nm para observar la capacidad de
retencion en la zona peritoneal, en el cual se observo una mayor estabilidad para aquellos
lipomas de 1000 nm. En una revision de Patil et al (2014) se mencionan diferentes estudios
que analizan el tamafio 6ptimo para el transporte de drogas y este encuentra en el rango de
50-200 nm para los cuales generalmente es necesario aplicar técnicas de ultrasonido y
congelacién para lograr esos tamarios. Debido a la necesidad de producir tamafios de
liposomas pequefios, que no presente dificultades con los elementos a encapsular y que
ademas se mantenga la homogeneidad en la distribucion de tamafios la microfluidica tiene la
ventaja de controlar estas variables.
Los tamafios de los liposomas estan sometidos a multiples variables dentro de estas se
encuentran las siguientes:

1. Propiedades de los fosfolipidos.

2. Concentracidn de los fosfolipidos.

3. Emulsionantes.

4. Geometria del sistema

5. Parametros de operacion. (Flujo total y razones de flujo)
Existen estudios acerca de la generacion de liposomas mediante sistemas microfluidicos
(Aranguren et al, (2020), Patil et al. (2014), Jahn et al. (2010), Jahn et al. (2013), Michelon
et al (2017)), pero de estos solo uno se enfoca en los parametros operacionales y sus efectos

en el tamafio de liposomas generados. En la revision de Carugo et al (2016), se sefiala que
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gran parte de los estudios de liposomas se generan en chip de flujo focalizado en angulos de

45°/90/180° estos son Y/T/Co Flow respectivamente. El estudio incluyé cuatros chip de

diferentes geometrias que se pueden observar en la Figura 17 y 18 con sus cotas.

Flow focusing Y

4

Flow focusing T

SN N
U Y Y

N\ N\
Co Flow Co Flow Focusing

Figura 17. Modelos de chip a utilizar en el trabajo experimental.

Las dimensiones de los chips para ser considerados microfluidicos no esté claro para varios

autores, algunos dicen que deben estan bajo los 2000 micrones, otros que van relacionado

con los flujos suministrados. (Ren et al, 2021). Dentro de las revisiones de Xi et al, 2020,

Chen 2017 et al y Carugo et al, las dimensiones varian desde 50 micrones hasta 2000

micrones. Por lo que la seleccion de un tamafio de chip no es facil de determinar, dado estas

razones se opta por dejar en 500 y 300 micrones los conductos para el alcohol y agua

respectivamente con una altura de 1000 micrones con un largo total de 32 mm.
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Figura 18. Cotas de cada chip en mm.

Las concentraciones de fosfolipidos se mantendran fijas y se trabajara con dos fosfolipidos
en conjunto POPE y POPG (ver fig. 16-17). Con una concentracion de 2.7 mM con razones
de 2:1y 3:1 respectivamente.

POPE
0
/\/\/\/\/\/\/\)\ ;:L
D/X\U 3 Dh‘“‘/\‘NHa"
/\/\/\/\:/\/W\H/D H O
0
Figura 19. Molécula de POPE. 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (Avanti Lipids).
POPG
Do D Dz Dz D Dz Dy O 0

D
D, D, D, D, D, D, D 5 i
/\Mﬁ H Na*

9]
Figura 20. Molécula de POPG. 1-palmitoyl-d31-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerol)] (sodium salt)

. (Avanti lipids).
El interés en usar estos fosfolipidos es debido a estos suelen conformar gran parte de las
membranas de bacterias y su afinidad para interactuar con las membranas celulares. Suelen

ser utilizados para verificar la efectividad de péptidos antibacterianos, en un estudio de Jang
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et al (2008) se utilizan POPE/POPG como base de estructuras bilipidicas para analizar la
permeabilidad ionica. Su unién por tanto es estable a la hora de conformar estructuras
agregadas y la probabilidad de que se agrupen en estructuras bilipidicas como liposomas es
alta, dado sus tamafios y capacidad de empaquetamiento. (Lu et al 2006). Esto permite que
los liposomas conformados a partir de POPE/POPG sean altamente estables y considerados
para transporte de medicamentes hacia zonas de interés con una mayor selectividad dado que
son altamente resistente a ambientes alcalinos o &cidos logrando minimizar la
descomposicion y oxidacion de las drogas suministradas en el cuerpo humano (Sang et al
2021). La utilizacion de liposomas es un gran campo de investigacion en curso, en una
revision para el tratamiento de cancer de mamas por Yang et al (2021) es posible notar una
gran variedad de técnicas distintas cuya base es encapsular en liposomas farmacos
hidrofobicos/hidrofilicos, anticuerpos, péptidos, moléculas y aptameros. Uno de estos es el
POPE, es una de las razones por las que se genera liposomas a partir de este fosfolipido, ya
que las membranas celulares pueden aceptar los liposomas formados por POPE. (Alberts et
al, 2002). Las Concentraciones micelares criticas para cada molécula es: CMC(POPE) 0.029
mM y CMC(POPG) 0.13 mM entregados por el proveedor Avanti lipids.

Se modularan los parametros operacionales, como la tasa de flujo total (TFR) y la relacion
de flujo (acuoso: solvente) (FRR), y los parametros de disefio y los operacionales se
reportaron como significativos en el control del tamafio de liposomas a generar, pero la
variacion conjunta y determinacién de correlaciones de ambos tipos de variables se ha
estudiado poco. La capacidad de predecir tamafios tiene relevancia al momento de generar la
escalabilidad de la produccion de liposomas. (Hood et al 2015, Michelon et al 2017). EI TFR
utilizado fue de 200 mL/min a razones de las fases alimentadas de 2.5:1, 5:1, 10:1, 20:1, 30:1
y 50:1

La experimentacion constara de la utilizacion de una solucion salina de 0.05 M de NaCl y
otra con 0.27 mM de POPE y POPG en alcohol isopropilico replicando lo realizando en el
estudio de Aranguren et al. (2020), con dos proporciones 2:1y 3:1. Los flujos de las fases se
suministraran y manipularan mediante bombas de jeringa y se monitoreara la operacion con
microscopio. En el estudio de Aranguren et al, (2020) se utilizaron FFR de entre 2:1 hasta

5:1 obteniendose diferencia significativas en los tamafios de liposomas generados, en el
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estudio de jahn et al, 2004 utiliza razones de flujos de 10 a 60 con 8 casos analizados en un
chip co flow, obteniendo resultados significativos en los tamafios de liposomas formados, se
desea comprobar estos resultados y obtener un rango de informacion entre razones de 2.5:1,
5:1,10:1, 20:1, 30:1 y 50:1, para todos los chip utilizados.

Para medir el tamafio de particulas obtenidos de los liposomas se utilizara el equipo Zetasizer
utilizando el método Dynamic Ligth Scattering (DLS). Este equipo requiere cubetas de al
menos 2 mL para realizar mediciones, por lo que cada corrida experimental debe recolectar
al menos dicha cantidad. Para conocer el tiempo necesario de recoleccién de muestras se
utilizo las simulaciones COMSOL MULTYPHISYCS ® para encontrar un tiempo de 13 min

para todos los casos.

Materiales.

Reactivos.
Para la realizacion de la experiencia se utilizaron los siguientes componentes:
1. Agua Ultrafiltrada con contenido bajos de particulas suspendidas 5-10 ppb y

conductividad eléctrica 0.055 pS/cm.

Figura 21. Panel del equipo de ultrafiltracion indicando conductividad y temperatura del agua filtrada.

2. lIsopropanol grado de analisis quimico, ExpertQ ACS, 1SO, Reag. Proveedor
Scharlau.
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Figura 22. Recipiente de Isopropanol utilizado en la experimentacion.

3. Cloruro de Sodio (NaCl) marca Merck, para preparar la solucién de acuosa 0.05 M.

Figura 23. Recipiente NaCl marca Merck.

4. Un vial de 0.1 gramo de fosfolipido POPE y POPG obtenidos de Avanti lipids.

Figura 24. Viales de fosfolipidos utilizados.

Equipos e implementos.

Para el masado de fosfolipidos y NaCl se utiliz6 una balanza analitica Sartorius Entris

calibrada con mueble fijado.
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Figura 25. Balanza analitica Sartorius.

Para la operacion del sistema de microfluidica se dispuso de dos bombas de jeringas marca
New era instrument modelo SyrengeTWO NE-1000 para la inyeccion de los flujos al chip.

yringe(D  Volume
(& )Dispensed

Withdraw Pumping
“

Diameter e Start

Setup

|::] SyringePump.com _ New Era Pump Systems tnc, I

Figura 27. Bomba de jeringa configurada para sumistirar196.1 ul/min.

Se utilizo el microscopio NIKON ECLIPSE LV 100 ND con camara para verificar la
operacion del chip, utilizando como guia lo simulado en comsol para visualizar el fendmeno

esperado.
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Figura 29. Visor y camara electronica Nikon.

El agua ultrafiltrada fue obtenida del equipo ELGA PURELAB Classic UVF.

g
ANTES DE USAR
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Figura 30. Equipo de purificacion de agua ELGA PURELAB Classic UVF.
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Se dispuso todo este equipamiento en la sala limpia disponible del cctval, la cual cuenta con
un sistema de extraccion de aire y aire con baja cantidad de material particulado muy
importante a la hora de trabajar con componentes tan pequefios como los equipos de

fotolitografia y operacion del chip de microfluidica.

Figura 31. Set up de chip en operacion.

Fabricacion Chips Microfluidica.

La Fabricacion de los chips de microfluidica estuvo a cargo de Diego Benavente. La
produccion de estos chips queda resumida en la siguiente infografia. Los pasos principales
con la preparacion del molde de los conductos en una placa de silicio mediante el
endurecimiento utilizando un equipo de fotolitografia. Realizado el molde en relieve de la
placa, se mezclan los reactivos necesarios para fabricar el PMDS, estructura solida del chip.

Finalmente, el PMDS se adhiere a una placa de vidrio mediante la aplicacién de plasma.

40



PREPARACION DE OBLEA

LIMPIEZA

Eliminacién de contaminantes
de la oblea mediante
tratamiento térmico y con
solventes.

TRATAMIENTO
PLASMA

Promueve la adhesién entre la
oblea de silicio y el
fotorresistente.

SPING-
COATING

Permite crear una capa homogénea
de fotorresistente en la oblea de
silicio, este paso determina es
espesor del molde.

SOFT- BAKING

Evapora solventes del
fotorresistente, mejora la
adhesion y permite el uso de
mascaras UV.

Figura 32. Infografia produccion de chip para microfluidica 1, por D. Benavente.



FOTOLITOGRAFIA

EXPOSICION

Curado mediante un laser UV en
la oblea con fotorresistente
generando el patrén disefado.

POST EXPOSURE
BAKE

Evapora solventes, mejora la
adhesién del patrén curado y
reduce tensiones estructurales al
promover una relajacion mecanica.

DESARROLLO

Elimina todo el fotorresistente no
curado en la etapa de exposicion.

HARD BAKE

Elimina la formacién de grietas
en el fotorresistente.

Figura 33.Infografia produccion de chip para microfluidica 2, por D. Benavente
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VERIFICACION Y
CREACION DE CHIP

CONTROL

MOLDEADO
EN PDMS

CREACION
DEL CHIP

PUESTA
EN MARCHA Y
ANALISIS DE
RESULTADOS

Figura 34.Infografia produccion de chip para microfluidica 3, por D. Benavente
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En las figuras 34, 35y 36 se aprecia el equipo de fotolitografia usado para generar los moldes
de los chips sobre placas de silicio y los chips ya finalizados que se utilizaran en las

experiencias.

v &

Figura 35. Equipo de fotolitografia utilizado para la fabricacion de los moldes.

Figura 36. Placa de silicio con moldes de chip.

Figura 37. Placa de silicio con molde de los chips utilizados.
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Figura 38. Chip co flow.

Figura 39. Chip Co Flow Focusing

Figura 40. Chip Flow Focusing T.

Figura 41. Chip Flow Focusing Y.
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Experimentacion.

Preparacion soluciones:

Se prepararon soluciones de 0.05 M de NaCl en agua MILI Q, esta solucion sera la fase
continua. Ademas, se generaron soluciones de 0.27 mM de POPE y POPG en alcohol
isopropilico, con dos proporciones 2:1y 3:1, (Lu et al, 2006, Sang et al, 2021) POPE: POPG
respectivamente, las cuales son la fase dispersa. Las soluciones fueron refrigeradas a 5 °C,
pero para ser utilizadas deben ser calefaccionadas a 30 °C para disolver cualquier particula
que haya cristalizado. Las soluciones son extraidas en jeringas de 20 mL para ser operadas

en las bombas de jeringa.

Preparacion de los chips:
Se prepararon 4 configuraciones de chip de microfluidica utilizadas comunmente segun lo
revisado por la revision de Carugo et al, 2016:

1) Interseccion Flow Focusing T.

2) Interseccion Flow Focusing Y.

3) Interseccién Co-Flow.

4) Interseccién Co-Flow focusing.

Operacion de los chips:

Se utilizaron 4 configuraciones geométricas (Flow focusing Y, Flow focusing T, Co Flow,
co-Flow focusing) a un flujo total (TFR) de 200 pl/min con razon de flujo entre agua y
alcohol isopropilico de 2.5:1, 5:1, 10:1, 20:1, 30:1 y 50:1. Resumida en la siguiente tabla
N°3.

Tabla 3. Resumen disefio experimental.

TFR ul/min FRR | Qacuaul/min  QisopropanoL Ul/min
50.0 196.1 3.9
Chip Flow Focusing Y 30 193.5 6.5
Ch!p Flow Focusing T 200.000 20 190.5 9.5
Chip Co Flow Focusing 10 181.8 18.2
Chip Co Flow 5 166.7 33.3
2.5 142.9 57.1

46



Para observar la operacion del sistema se utilizar el microscopio NIKON ECLIPSE LV 100
ND para el control de operacion, ya que es necesario visualizar el contacto de las interfases
al fluir dentro del chip para replicar las condiciones que COMSOL dio como resultado,
producto del flujo de las distintas proporciones de fluidos, difusividad de las fases y tension

superficial. (Jahn et al, 2013).
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Resultados y discusion

Analisis general.

Se observo que los tamarios de liposomas disminuyen a razones de flujo mayor entre las fases
alimentadas, a un flujo total constante. La proporcion entre los fosfolipidos POPE y POPG
afecta el tamafio final de los liposomas siendo la proporcion 3:1 de POPE: POPG la cual
genero tamafio de liposomas menores, esto se debe a interacciones intermoleculares entre
estos fosfolipidos, ya que el fosfolipido POPG tiene mayor afinidad a interactuar con
moléculas de POPE y ademas el grupo polar de este fosfolipido es de mayor volumen
generando interacciones estéricas. Los grupos hidroxilos de las moléculas impiden que los
fosfolipidos se compacten al generar la bicapa requiriendo menos moléculas para lograr el
cierre de los liposomas, por este mismo efecto se forman tamafios menores.

Los tamafios de liposomas generados mediante la microfluidica estan sujeta a diversas
variables asociadas al sistema en uso. Estas variables son Flujo, razones entre las fases,
concentracion de fosfolipidos, fosfolipidos utilizados, temperatura, tipo de fluidos y
fosfolipidos utilizados. Lograr encontrar una correlacion entre el tamafio de liposoma y
alguna de estas variables es crucial para analizar el funcionamiento de este método. Se obtuvo
una causalidad entre el tamafio de los fosfolipidos y el ancho del flujo central, donde estan
disueltos estos. Si bien no se puede obtener una funcion que indigue explicitamente el tamafio
de los liposomas y las variables mencionadas que afectan este tamafio la expresion asociada
al ancho del flujo central puede ser el primer acercamiento. Mediante balances de materia se
logra encontrar una expresion para el ancho central el cual depende de tres variables
principales siendo estos el ancho del conducto principal, la razén de flujo entre los fluidos
alimentados (FRR) y un factor de correccién asociado a las densidades y velocidades medias
de cada fluido en esta zona del chip. Este Gltimo factor depende de la geometria del chip ya
que las velocidades medias pueden ser sutilmente distintos productos de estas variaciones
geométricas. Se obtuvieron parametros de correccion asociados a cada geometria utilizada y
se selecciono la mejor para realizar los calculos del escalado inicial. La mejor condicion fue
obtenida para el chip Co flow cuyo factor de correccion fue de 0.441 con tamafos de
liposomas promedio de 157 nm.
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Se planted la produccion de 1 m® de esta solucion de la cual 0.3 mL son necesarios por dosis
dando un total de 3.33*10° dosis que pueden ser generadas a una tasa de 200 uL/min con
1200 chip en paralelo y con 100 bombas. Esta produccion se realiza en 130 horas y se utilizan
166.6 kW/h durante toda esta operacion. Este balance se simplifica porque se necesita
conocer el factor de encapsulamiento de los elementos a encapsular, ya sean farmacos,
MRNA o células y la efectividad de la dosis para conocer la cantidad necesaria de materiales,
algo que no se estudid en esta ocasion. Ademas de otros sistemas mas sofisticados para la
suministracion de los flujos y nuevos ensambles de los conductos dejando abierta la

continuidad de esta investigacion.

Analisis de datos.

Los resultados medidos segun disefio experimental anteriormente descrito se observan en las
tablas 4 y 5. Como se puede observar se determinaron diferencias significativas para las
condiciones Chip Y, 3:1y FRR 50 con los tamafios de liposomas mas pequefios de 160 nm.
Las razones de POPE: POPG 3:1 producen tamarios de liposomas menores a las 2:1, debido
a interacciones intermoleculares por el tamafio de los grupos fosfatos y puentes de hidrogenos

generados entre las moléculas.

Tabla 4. Tamafios de liposomas en nm segln condiciones experimentales.

POPE:
POPG |FRR25 FRR5 FRR10 FRR20 FRR30 FRR 50
o Flow Focsimg v | 21| 12174 601125 439.856 3529 2188 2537
P g 31 | 1246 3350 2423 299.967 2887 159.6
Chip Flow Focusing T | 211 | 1267.8 589.622 432.767 358478 3068  298.8
31 | 12678 352.233 296  289.6 253567 1814
Chip Co Flow 21 . 423667 380733 345.833 3249 251.833
31 | 69822 376.511 331.133 299.478 300.775 248.343
Ch;gcigirf'ow 21 | 1068 3865 3911 3631 333.267 234.233
g 31 | 11925 398.367 433.983 353.6 319.6 267.963

Se tiende a disminuir el tamafio de los liposomas al aumentar la razon de flujo entre el agua

y el isopropanol. Esto se debe a que la formacion de liposomas es dependiente del tamafio de

49



la constriccion del flujo central, ya que el fendmeno de la formacion de liposomas ocurre
cuando se alcanza un punto critico de baja solubilidad la cual ocurre en la interfase generada
entre el agua y el Isopropanol. Este mismo resultado fue discutido por Jahn et al, 2007, en la
figura 42 se observa que el fenomeno de formacién de liposomas ocurre en la interfase de

los flujos.

Isoproponal:Water Ratio

vescie fomaron ot vedoce IR D

-3} 050 ors 100

Figura 42. Modelacion deformacion de liposomas realizada por Jan et al,2004.

En la investigacion de Jahn et al, 2007 se busco demostrar como afectan las variables de los
flujos al tamafio final de los liposomas y su distribucion de tamafios. Determinaron que al
fijar el flujo total (TFR) y variar la razén entre las fases (FRR) se obtiene el mismo resultado
de esta experiencia, al disminuir la FRR se obtenian liposomas de mayor tamafio con una
amplia dispersion en sus tamafios y al aumentar la FRR se obtenian liposomas de menor
tamafios con dispersiones de tamafios mas acotadas. Se visualizan en las Figuras 43 y 44 los

tamafos para todas las condiciones experimentales realizadas.
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Figura 43 Tamafio de liposomas, POPE: POPG 2:1.
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Figura 44. Tamafio de liposomas, POPE: POPG 3:1.

Esta distribucidn de tamafios se puede apreciar en las desviaciones estandar de las mediciones
individuales entregadas por el equipo Zetasiser mediante el método DLS en la tabla 5 se
encuentra esta informacién para el Chip T en algunas de las mediciones. Se observa una
tendencia disminucién de las desviaciones estandar al aumentar FRR, indicando que la
dispersion de tamafio también disminuye.
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Tabla 5. Desviaciones estdndar mediciones DLS para Chip T.

FRR25 FRR5 FRR10 FRR20 FRR30 FRR50
14.47 19.32 9.93 5.514  5.672 0.208
15.62 10.57 11.02  8.982 3.86 2.82
42.43 19.65 9.506  7.122 4.02 2.54

Chip T

Los tamarios de los liposomas a razones de flujos menores aumentan y se encuentran con una
mayor dispersion de tamafios. Esto se debe a que de manera local se generan puntos en los
cuales la concentracion critica de isopropanol para el autoensamble de los liposomas es
superada permitiendo su reapertura. Al generarse esta apertura permite la interaccion con los
fosfolipidos provenientes de la interfase u otros liposomas que hayan sufrido esta apertura,
generando asi aumento de los tamafios. La amplia dispersion de tamafios se asocia a la
probabilidad de que los liposomas vuelvan a entrar a zonas en el cual la concentracion local
de Isopropanol supere la Concentracion critica generandose el incremento de tamafio en
algunos liposomas cuyo incremento es variable.

La reapertura de estos liposomas puede amplificar su tamafio sustancialmente y otros que no.

En la figura 45 se representa el fendmeno de reapertura y aumento de tamafio de liposomas.
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Figura 45. Formacion y aumento de tamafio de liposomas.

Comparativamente los tamafios de liposomas generados con razones de POPE:POPG 3:1
fueron significativamente menores a los generados con la razon 2:1. Esto se debe a que las
moléculas de POPE tienen mayor posibilidades de generar puente de hidrégenos y generar
la union intermolecular de estas consigo misma y con las moléculas de POPG, mientras que
la molécula POPG es maés afin a interactuar con las moléculas de POPE que entre si todo esto

fue discutido en el estudio realizado por Murzyn et al,2005.
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Figura 46. Comparacion tamafios de liposomas 2:1y 3:1.

Desde el punto de vista cinético en la formacion de liposomas se pueden observar 3 casos de

equilibrio fosfolipido liposomas con diferentes velocidades de formacion:

dcC
POPE + POPG = lipOSOTna; YpPoPE+POPG — W
dc
POPE % liposoma ; rpopg = %
dc
POPG s liposoma ; 1popg = %

Asumiendo que lo aseverado en el estudio de Murzyun es verdadero, el proceso de formacion
de liposomas es una competencia de reacciones con diferentes velocidades de reacciones
asociadas a los casos presentados en los equilibrios fosfolipidos/liposomas. El proceso de
formacion de liposomas ocurre solo en la interfase Isopropanol/agua y en una distancia
minina hacia el seno del agua. Considerando bajo las variables en las cuales se estan
generando los liposomas se puede aseverar que las velocidades de reaccion son diferentes y
que los liposomas compuestos por POPE y POPG son los de mayor proporcion.
TpoPE+POPG = TPOPE = TPOPG
En el caso en que se genero la solucion con 3:1 de POPE: POPG, hay més cantidad de POPE

aumentando la probabilidad de interactuar con el POPG reflejado con las velocidades de

53



reaccion. La disminucion de tamafio frente a la solucién de 2:1 de POPG se puede explicar
con los grupos funcionales asociados a los grupos fosfatos. Los grupos carbonilos asociados
al fosfato de los POPG son de mayor tamafio. La seccion polar entre los fosfolipidos presenta
una diferencia de volumen significativa generando una union de las moléculas de POPG y
POPE menos compacta, esto significa que se necesitan menos moléculas para cerrar el
liposoma y asi generar tamafios mas pequefios, por el impedimento estérico generado por los
gliceroles del POPG.

0 0
I
/\/\/\/\/\/\/\)J\ —P~
/\/\/\/\;/\/\/\/\n/o H o
o)
POPE

D, D, D, D, D, D, D, O o

D
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D D D D D D; D S o

Figura 47. Diferencia de tamafios de grupos funcionales.

La amplia distribucion de tamafios mencionada a razones de flujo menores se ve refleja en
los resultados obtenidos de la experiencia del Chip Co Flow, con POPE: POPG 3:1, ver figura
47. De los 8 casos estudiados en 7 se observd que la desviacion estandar de los tamafios

medidos indica un rango de dispersion de tamafios amplios.

54



Chip Co Flow (TFRR 200 3:1)
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Figura 48. Resultados medicién de tamafio de liposoma chip Co-Flow POPE: POPG 3:1.

Los resultados de la distribucién de tamafios de liposomas no fueron descendentes para cada
caso. Estos resultados se explican con una acumulacion de materia de gotas de agua-alcohol
en los canales del chip. Esta acumulacion de materia ocurre en la interfase entre el flujo
central y el exterior. Para ejemplificar se afiade la figura 49 en la cudl se puede visualizar este
fenémeno.

Esta acumulacion de materia ocurre cuando se mantiene en operacién durante largos periodos
de tiempos. Otra forma en la que puede aparecer es cuando se generar cierres de aire en los
conductos de alimentacion del sistema. El flujo comprime el aire atrapado y mueve, la
compresion de la gota llega a un limite en el que se expande de nuevo afectando al flujo. El
alcohol isopropilico es sensible a esta situacion debido a su presion de vapor (4.4 kPa 20°C),
puede acumular vapores en volumenes muertos dentro del sistema. En este caso, los
volimenes muertos se encuentran en lo conectores y en las rugosidades del PMDS en el

interior. No se puede sefialar a la altura del sistema se encuentran estas particulas.
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Figura 49. Ensuciamiento de chip.

La simulacién de los sistemas microfluidicos se utiliza para comprender como las variables
del sistema, Flujos, Concentraciones y Difusién de componentes del sistema pueden afectar
al tamario final de los liposomas. En el estudio de Aranguren et al, 2020 la finalidad de utilizar
la simulacion de COMSOL es poder comprender como la concentracién de Isopropanol
afecta al tamafio de liposomas encontrandose que los tamafios de los liposomas y FRR son
inversamente proporcionales. Bajo este mismo punto se utiliza COMSOL para los los

distintos chip y se obtuvieron los siguientes resultados para cada uno:

Tiempo=1s Superficie: Concentracion (molim) Linea de flujo: Fiulo total ®

[T

Figura 50. Simulacion COMSOL Chip Co Flow operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)
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Figura 51. Simulacién COMSOL Chip Co Flow Focusing operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)
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Figura 52.Simulacion COMSOL Chip Flow Focusing T operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)
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Figura 53.Simulacion COMSOL Chip Flow Focusing Y operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)

La coloracion del sistema indica la concentracion de Isopropanol (Rojo = maximo 13.7*10°3
molar, Azul = 0 molar) respecto del Agua con NaCl. Se observan las razones de flujos de
manera creciente de izquierda a derecha, 2.5, 5, 10, 20, 30 y 50 respectivamente. Las
simulaciones permiten evidenciar que las concentraciones de Isopropanol, para FRR 20, 30,
50 se reducen significativamente, resultados que se constrastan con las mediciones de
tamarios de los liposomas. Para FRR 2.5, 5y 10 las mediciones de tamafios no se pudieron
realizar correctamente debido a que la concentracion de alcohol es demasiado alta aguas
arribas afectando la concentracion critica de solubilidad de los fosfolipidos. El chip Co Flow
focusing presenta un problema para FRR 2.5, en el que el ancho central es mayor o igual al
ancho del conducto impidiendo el contacto con el agua a lo largo del conducto, no

generandose la formacion de liposomas.

Utilizando la camara del microscopio se obtuvieron las siguientes imagenes una vez el

proceso ya se encuentra en estado estacionario.
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Figura 54.
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Figura 56.Chip Flow Focusing T operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)
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Figura 57. Chip Flow Focusing Y operando con cada FRR. (2.5,5,10,20,30 y 50)

De las imagenes captadas se visualiza el fendmeno real de la interaccion entre el alcohol
isopropilico cargado de los fosfolipidos POPE y POPG con el agua con NaCl. A diferencia
de lo simulado con COMSOL, el comportamiento no es una disolucion inmediata entre fases,
se forma una interfase entre ambos fluidos que cuyo grosor disminuye en el conducto del

chip, dada la difusion del alcohol hacia el agua.

La finalidad de generar liposomas utilizando sistemas microfluidicos es tener condiciones
controlables y resultados con poca variabilidad. Estos sistemas al ser tan pequefios son
altamente sensibles, por lo que es necesario que el sistema logre alcanzar un estado
estacionario respecto al ancho del flujo central. Este flujo debe mantener una estabilidad
vibracional, lo que implica que su ancho no debe fluctuar entre un valor minimo y maximo
mientras fluye. Asimismo, es crucial evitar la presencia de burbujas en el canal, ya que estas
podrian ocasionar desviaciones en el flujo del sistema. La formacion de los liposomas esta
condicionada por el campo de velocidad existente en la interfaz, esto quiere decir en qué
direccion estan siendo transportada, y las concentraciones locales de alcohol en las

proximidades de dicha interfaz en direccion perpendicular al flujo.
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Figura 58. Ensuciamiento por operacion del chip.FRR 30 Chip Flow focusing T

|

Figura 59. Burbuja atrapada en el sistema. Chip Co Flow Focusing

Dadas las dimensiones establecidas por los conductos del chip es posible notar al momento
de operar a razones de flujos altas FRR 50 una inestabilidad de la interfase y del flujo central.
En las figuras 59, 60 y 61 observa como esta interfase esta difuminada por la rapida difusion
del alcohol dadas las diferencias de flujo en comparacién a FRR menores. Esta opacidad en
la interfase se debe a que la cantidad de alcohol fluyendo es menor y la difusion al agua es
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rapida y los indices de refraccion cambian suavemente. Las perturbaciones mecanicas a

pueden causar que el flujo desaparezca totalmente alterando la produccién de liposomas.

Figura 60. Chip Co flow Focusing FRR 50.

Figura 61. Chip Flow Focusing Y FRR 50

La formacion de liposomas es sensible a las concentraciones locales de isopropanol una vez
ya se han formado. Entre menor sea el grosor de este flujo central de isopropanol menor sera
la posibilidad de que las concentraciones locales de isopropanol en las inmediaciones de la
interfase aguas arriba interactien con los liposomas generando su reapertura e incremento de
tamafo. Se visualizd durante la operacién con FRR 50, la inestabilidad anteriormente
mencionada. La inestabilidad del flujo central indica que existe tamafio minimo que alcanza
el grosor del flujo central, condicionado a las medidas geométricas del chip. Esto quiere decir
que se pueden lograr los mismos grosores del flujo central con chips méas pequefios con flujos
y razones de flujos distintas, asegurando la estabilidad de este.
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Figura 62. Flujo central casi invisible por inestabilidad del flujo.

Incluso en casos extremos la visibilidad del flujo central es demasiado baja como para poder

observar la interfase inicial del sistema.

Tamafo de liposomas.
De los resultados obtenidos, el menor tamafio de liposoma promedio alcanzado para cada
chip utilizado segun su razon de flujo y razén de fosfolipidos se resumen en la tabla 6:

Tabla 6. Menor tamafio de liposoma obtenido.

Chip POPE: POPG  Tamafio liposomas hm FRR

Co-flow 239 50
Co-Flow Focusing 2:1 225 50
Flow Focusing T 280 30
Flow Focusing Y 206 30
Co-flow 145 50
Co-Flow Focusing 3:1 173 50
Flow Focusing T 171 50
Flow Focusing Y 152 50

Los resultados indican que en algunos casos el menor tamafio de liposoma se alcanza con
FRR menores, pero como ya se discutio estos resultados no son del todo determinantes por

las posibles variables que alteran el tamafio de los liposomas, como el ensuciamiento,
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aparicion de burbujas e inestabilidad de flujo, ya que la tendencia esperada es que el tamafio

disminuya al incrementar las FRR.

Ancho central y tamafio de liposomas.

La formacion de liposomas segun lo ya discutido es sensible a las concentraciones locales de
alcohol que difunden desde la interfase hacia el seno del liquido. La mayor concentracion de
alcohol aguas arriba en el conducto afecta al tamafio final de los liposomas y de manera
contraria si la razon de flujo es mayor. La concentracion inicial de 2-Propanol ingresada al
sistema es de 13.7*10° molar, cuyo valor disminuye a 4.4*10" molar para un FRR de 2.5y
1.6*10° molar para un FRR 50, ver figura 63.

. . O Tempo-205 o (mokm?) Li s Phifo taki
Tiempo=20 Superficle: Concentracién (molim®) Linea de fiujo: Flujo total P Superficie: Concentracin (moUm?) Linea de fujo: Flujo total
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Figura 63. Simulaciones Chip Flow Focusing T, FRR 2.5 a la izquierda FRR 50 a la derecha.

Esta concentracion aguas arriba se puede relacionar con el grosor inicial del flujo central

(Jahn et al, 2007). EI grosor central se puede aproximar por la siguiente expresion:
DC DC

Leentrar = =
14 ﬁ 1+ FRR
B

Donde:
LLcentrai: Ancho del flujo central dentro del chip
D.: ancho del canal central
Q4: flujo de solucion NaCl
Qp: flujo de Isopropanol

FRR: Razon entre los caudales Q4 y Qp
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Esta expresion proviene del balance de materia que se puede realizar en el sistema

considerando los flujos que se alimentan a cada sistema.

Qa Qa
Ql
v4 vi vd
L4 L1 L4
v2
V3 L2|  y3
L3 L3

Figura 64. Sistema en estado estacionario, balance de materia.

L (1,2,3,4): Ancho del flujo en cada punto sefialado.
v (1,2,3,4): Velocidad media del flujo en cada punto sefialado.
Para este balance se tiene lo siguiente:
Q,=FRRQ, ; Q;=L2v2hp;; Q,=2v4L4hp, =2v3L3hp,
La cantidad de masa transportada por el flujo de isopropanol Q; puede ser expresada como

la multiplicacion de su densidad p; su velocidad media v2 el ancho del flujo L2y la altura
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del flujo h de esta misma manera se puede expresar el flujo de la solucién salina Q,.

puede obtener lo siguiente:

_ Qq
FRR v2 h p,

L2 es el ancho del flujo de isopropanol en todo instante. Entonces tenemos:

AL LY PRI
"~ FRRv2hp, ' =~

L es el ancho total de ambos flujos en el conducto. Reemplazando:

L2

v3 hp,

L2 ==L prvzh

Reordenando y simplificando:

v3 hp, L2 v3 hp,

2 =L— ]2 —— "%
FRR v2 h p; FRR v2 h p;
L v3 hp,
FRRv2 h p;
L2 =
1+ v3 hp,
FRR *xv2 h p;
Finalmente:
L v3
L2 = Pa
FRR V2 p; + v3 p,
L v3
12 = Pa
FRR V2 p; + v3 p,
L
L2 = 7 5
I
1+ (—v3 pa) FRR

Se

Para esta expresion se asume que la mezcla debido a la difusion no influye, se asumen perfiles

parabdlicos del flujo y las densidades de los liquidos mezclados son iguales en el estudio de

Jahn et al 2004. Estas suposiciones afirman lo siguiente:
Pa = pr; V2 =103
Si estan condiciones son verdades se obtiene la expresion:

L L
27 1+ FRR

66



Por estas mismas condiciones, esta expresion solo permite aproximar el grosor inicial, pero
ya es suficiente para contrastar con los anchos observados y escalar el tamafio de los chips
para mantener este ancho ideal para tamafios de liposomas de alto interés, menores a 150 nm.
El ancho en que se mezclan ambos liquidos es el mismo para todos los chips 1.2 mm, se
calcula el ancho del flujo central estimado para cada uno y se compara con el formado por
las imégenes capturadas durante la experimentacion.

En la siguiente tabla se presenta el grosor del flujo central segun la expresion detallada

anteriormente.

Tabla 7. Ancho del flujo central en funcion de FRR.

Ancho central
FRR mm

50 0.0235

30 0.0387

20 0.0571

10 0.1091

5 0.2000
2.5 0.3429

La medicion del ancho del flujo central se realizO mediante escalado de iméagenes,

conociendo las medidas internas de los conductos.

Tabla 8. Medicion del ancho real en mm mediante imagenes de microscopio.

FRR
50 30 20 10 5 25

Chip Flow Focusing Y |0.03 0.04 0.05 0.06 0.18 0.42
Chip Flow Focusing T [0.03 0.07 0.08 0.08 0.17 0.43

Chip Co Flow 0.02 0.03 0.11 0.18 0.31 0.54
Chip Co Flow
Focusing 0.04 0.07 0.16 0.26 0.37 0.54

Se observan diferencias significativas respecto de los valores estimados, esto se debe a que
la densidad entre el agua 1000 kg/m?® y el isopropanol 786 kg/m? no es despreciable. Otra
condicion gue no se cumple es el perfil parabdlico de los flujos, el PMDS es un polimero que
posee cierta elasticidad, por tanto, al fluir en los conductos es esperable que existan
deformaciones que terminen por afectar la interaccion entre ambas fases, afectando a la

velocidad media de los flujos, influyendo en los caudales de cada uno. Para esto se propone
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un factor de correccidn asociado a cada chip, ya que geometrias distintas tienen efectos

distintos en el grosor del flujo central.

D,

Leentrar = 157 FRR

y: Factor de correcion

(Asociado a la diferencia de densidad, perfil de flujo y perdidas de carga)

Al ajustar el modelo con el factor de correccion se observa una tendencia decreciente en el

ancho del flujo central al incrementar FRR, comportamiento similar observado con el tamafio

de los liposomas. El ajuste para cada caso presenta un coeficiente de correlacion mayor a 0.9

pero solo en los casos del Co Flow y Co Flow Focusing se observa un buen ajuste en lo que

respecta a esto. En lo que respecta a los intervalos de confianza del modelo tanto para el Chip

T e Y se observan puntos fuera del intervalo. En lo que respecta a los residuos del modelo,

el promedio se encuentra cercano a cero, pero la varianza de los residuos no es constante y

existe normalidad en los residuos. El coeficiente de autocorrelacion es menor a cero

indicando la independencia de los datos medidos.

Tabla 9. Resumen ajuste de modelo.

Chip y R? Intervalos de | Intervalos de | Prom. Res | Normalidad Coef.
confianza prediccion mm Aurocorrel.

T 0.899 | 0.914 5/6 6/6 -0.007 Si -0.050

Y 0.855 | 0.912 4/6 6/6 -0.00020 Si -0.073

CoF.F | 0.538 | 0.982 5/6 6/6 -0.009 Si -0.112

CoF | 0.441 | 0.982 6/6 6/6 0.003 Si 0.253
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Figura 66. Modelo Chip T
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Figura 68. Modelo Chip Co Flow

Escalar un sistema de produccion de liposomas de mayor tamafio a uno menor implica
adaptar las condiciones y los parametros de produccién para mantener proporciones y
propiedades similares en los liposomas a una escala diferente. Dentro de estas variables es
relevante comprender que el tamafio final de los liposomas es directamente proporcional al
ancho del flujo del solvente de fosfolipidos. EI modelo propuesto puede predecir un rango de

tamario final de los liposomas solo conociendo las medidas del ancho del conducto principal
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y la razén de flujos de los flujos alimentados, todo esto sujeto a las condiciones en las cuales

se realizaron estos experimentos.

Scale up.

Escalar un sistema productivo de liposomas implica adaptar y aumentar la capacidad de
produccidn desde volimenes de laboratorio a escalas mas grandes, expresadas comunmente
en litros. Considerando que las dosis de vacunas varian desde 0.3 mL hasta 1 mL. Se tomara
como referencia la composicion entregada por el MINSAL el 2021 acerca de la vacuna
BNT162b2 del laboratorio Pfizer-BioNTech para elaborar el escalamiento de esta
produccién. Cada dosis utiliza 0.3 mL de la solucién madre la cual contiene 30 mcg de un
ARNM. Se supondra que el nimero de particulas lipidicas y el tamafio de las mismas usadas
en la vacuna comercial es estandar.

En esta oportunidad se detallara lo necesario para validar la produccién de 1000 litros de
solucion de liposomas utilizando equipamiento de escala de laboratorio. Se hara uso de un
nuevo tamafio de chip de 0.6 mm de ancho del conducto, pero manteniendo el flujo central
en cual se producen liposomas de 150 nm a un FRR de 50. Se usara de referencia la
informacion obtenida de la operacién del Chip Y a FRR 50.

FRRy = De !
N Lcentral*y Y

FRRy:Razobn de flujo operacion nuevo chip

La ecuacion se usara para obtener las nuevas condiciones de operacion respecto de los flujos
gue se deberan alimentar al sistema manteniendo TFR igual a 200 ul/min. Obteniéndose asi
el valor de FRR para la operacion del nuevo chip y los caudales de solucion de NaCl ademas

de la de isopropanol fosfolipido.

ul
FRRy = 35.5;F, = 194.5%; F, = 5.5ul/min
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Existen bombas de la misma marca que las utilizadas para esta experiencia las cuales permite
utilizar hasta 12 jeringas en operacion. Se estimara el consumo energético, periodo de

operacion, area de trabajo, cantidad de chip segln la produccion estimada de 1000 L.itros.

5.,

| e ‘p'
Figura 69. Modelo de bomba para 12 jeringas.
Tabla 10. Resumen valores de escalamiento.
Chip Bombas Area Tiempo Energia Dosis
1200 100 0.63 m? 138.9 horas | 166.6 kWh 3.3*10°

Una vez realizado el balance inicial, se obtiene que son necesario 1200 chips operando
continuamente por aproximadamente 6 dias para lograr producir 1m® de la solucion con
liposomas. Si consideramos que se utilizan 0.3 mL por dosis de una vacuna, se pueden
producir un total de 3.3 millones de dosis. Como comparativa en Chile en el afio 2021 la
poblacion objetiva para recibir dosis de vacuna Covid-19 era de 15.200.840 personas, por
tanto, la fabricacion de estas 3.3 millones de dosis es capaz de proporcionar un 22% de la

dosis necesarias para realizar una primera inmunizacion.
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Conclusiones

En esta investigacion se ha establecido la relacion entre las variables de disefio de chip de
microfluidica y el tamafio de los liposomas formados mediante la técnica de flujo focalizado.
Cada variable tiene un impacto en el tamafio de los liposomas, una disminucion de tamafio
de liposomas al aumentar FRR, la configuracion de chip Y obtuvo menores tamafios de
liposomas y la razon de fosfolipidos afecta al tamafio de liposomas por sus tamarios
moleculares que condiciona su interaccion. El tamarfio del ancho del flujo central disminuye
al aumentar FRR al igual que los liposomas, si bien es causalidad permite hacer una relacion
entre ambas variables, otorgando una oportunidad para tabular esta informacién segun las
condiciones utilizadas. EI modelo presentado para predecir el tamafio del flujo central resulta
ser un buen ajuste y primer alcance para escalar estos sistemas a chip mas pequefios. Cada
sistema posee un comportamiento particular reflejado en las velocidades medias cuando se
encuentran fluyendo en el conducto principal. Para caracterizar este comportamiento, se
otorga un factor de correccion a cada sistema, que puede escalar las dimensiones de los chips,
manteniendo el ancho del flujo central. El escalamiento inicial obedece primeramente a
balances de materia y la informacién obtenida en esta investigacion al area de disefio y
operacion de los chips en funcién de un resultado buscado, el tamafio de interés de los

liposomas.
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Continuidad de la presente investigacion

Para la continuacion experimental a partir de los resultados del presente trabajo, existen
puntos relevantes a considerar que se relacionan con efectos en los parametros que gobiernan
la formacidn de liposomas y con ello repercuten en la conversion de fosfolipidos a liposomas
y la eficiencia de encapsulacién. Por esto se considera relevante continuar con lo siguiente:
1. Utilizar chips de menor tamafo y condiciones de operacion nuevas a partir de la
informacidn obtenida para lograr el rango deseado de liposomas 50-100 hm
2. Realizar cambios la geometria del flujo central para evitar el contacto de esta solucion
con las paredes del conducto y disminuir el ensuciamiento.
3. Analizar la conversion de fosfolipidos a liposomas.
4. Analizar la capacidad de encapsulamiento y la nueva disposicion de los conductos

necesarios para el encapsulamiento.
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