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RESUMEN

Los avances en materia de ingenieria biomédica, electronica y bioinformatica catalizan la transicion del laboratorio
convencional a las tecnologias Lab-on-a-Chip. Esta tecnologia muestra potencial de aplicacion en areas con un fuerte
componente diagnostico, como es el caso de la hematologia. El presente articulo se desarrolld con el objetivo de
describir los principios, avances y desafios de la implementacion de las tecnologias Lab-on-a-Chip en Hematologia.
Guiados por principios de la microfluidica, estas tecnologias permiten realizar pruebas que van desde un hemograma,
hasta otras mas complejas como una citometria de flujo. Las capacidades de realizar multiples analisis en paralelo,
su portabilidad y rapidez pudieran mejorar en gran medida la atencién en la unidad de cuidados o en la cabecera del
paciente, llegando al diagnostico temprano y oportuno. Sin embargo, los problemas de integracion de componentes, la
complejidad de fabricacion, la robustez, fiabilidad, sensibilidad y falta de estandarizacion contintan siendo problemas
reales que frenan su desarrollo. Su desarrollo, aunque aun lento, y la integracion con técnicas de inteligencia artificial

favorecera el diagnoéstico y tratamiento en la practica hematologica.
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INTRODUCCION

La hematologia es una rama de la medicina, la cual tiene como campo de accion el diagnostico, tratamiento y prevencion de las
enfermedades sanguineas y los 6rganos que la producen.

El andlisis de los componentes sanguineos forma la base del diagndstico hematologico, estableciéndose desde antafio el
hemograma completo y el frotis sanguineo como herramientas fundamentales.®

El proceso convencional para la realizacion de pruebas hematoldgicas inicia con la extraccion de una muestra sanguinea. Esta
muestra es trasladada a laboratorios donde se procesa en equipos generalmente de gran tamafio, con un funcionamiento complejo,
que requieren de personal cualificado, y el uso de reactivos, los cuales en muchas ocaciones son costosos.?®

La tecnologia Lab-on-a-Chip (LOC) representa uno de los mayores avances en el cambo biomédico, integrando ingenieria de
fluidos y biotecnologia. Estos persiguen la miniaturizacion de un complejo laboratorio bioquimico en un dispositivo de pequefio
tamafio, y por ende de facil portabilidad, favoreciendo el estudio del paciente en la unidad de atencion o punto de cuidado.®

La base de todo dispositivo LOC es la microfluidica, ciencia y tecnologia de sistemas que procesan o manipulan volumenes
pequefios de fluidos, del orden de microlitros utilizando canales con dimensiones de decenas a cientos de micrometros.*> Esta
tecnologia, a menudo denominada sistema de analisis total micro (WTAS), permite realizar un hemograma completo o diagnosticar
una enfermedad utilizando volimenes reducidos de muestras biologicas.®

La transicion del laboratorio de hematologia convencional al formato LOC implica la integracion de una serie de procesos
fundamentales, hasta ahora entendidos de una forma convencional en la practica y diagndsticos hematologicos. Desde la preparacion
inicial de la muestra hasta el analisis celular multiparamétrico, los dispositivos LOC estan redefiniendo lo que es posible en el punto
de atencion.

El presente articulo tiene como objetivo mostrar los avances y desafios de la implementacion de las tecnologias Lab-on-a-Chip
en Hematologia.

DESARROLLO
Principios de la Microfluidica: Comportamiento de Fluidos y Fenomenos a Microescala

El comportamiento de los fluidos en los dispositivos LOC es fundamentalmente diferente al del mundo macroscoépico. El flujo
es mayormente laminar, lo que significa que los fluidos se mueven en capas paralelas sin la mezcla turbulenta que caracteriza a los
flujos a mayor escala.®%” En este estado, las fuerzas de superficie, como la tension superficial y la capilaridad, junto con las fuerzas
viscosas, dominan sobre las fuerzas inerciales.® Este estatus fisico repercute significativamente en el disefio de los dispositivos. Por
ejemplo, la mezcla de dos fluidos no puede lograrse por agitacion; en su lugar, debe depender de la difusion molecular a través de la
interfaz entre las capas de fluido. Para facilitar esto, los disefiadores de chips a menudo crean canales largos y sinuosos (serpentinos)
que aumentan el area de contacto interfacial y el tiempo de residencia, permitiendo que la difusion.®

Ademas, al analizar la sangre, entran en juego fendmenos microfluidicos especificos. El efecto Fahraus-Lindqvist describe la
disminucion de la viscosidad aparente de la sangre a medida que el didmetro del canal disminuye por debajo de 300 um. Esto se
debe a que los globulos rojos (GR) migran hacia el centro del canal, donde la velocidad del flujo es mayor. Como consecuencia, se
forma una capa libre de células, una region cercana a las paredes del canal que es rica en plasma y tiene una menor viscosidad. Estos
dos efectos no solo son cruciales para comprender la dindmica del flujo sanguineo en microcanales, sino que también se aprovechan
activamente para disefar sistemas de separacion de plasma pasivos.®

Este cambio de paradigma fisico es una de las razones por las que el disefio de LOC es un campo altamente especializado.
Requiere un enfoque de ingenieria contraintuitivo y representa una barrera conceptual que contribuye a la brecha entre los prototipos
de laboratorio y los productos comerciales robustos.'?

Arquitectura de un Sistema LOC
Un dispositivo LOC es un sistema integrado que emula una secuencia de operaciones de laboratorio.6 Su arquitectura se
compone de varios elementos clave, entre ellos los microcanales, las bombas y valvulas y los sensores integrados. Los microcanales
son conductos con precisas caracteristicas previamente definidas por los cuales fluyen las muestras y los reactivos. Por su parte, las
bombas y valvulas son las estructuras encargadas de controlar con precision los movimientos de los fluidos dentro del chip.""'? Los
sensores integrados son los encargados de la deteccion, el paso final del analisis. Los LOC integran una variedad de microsensores
capaces de traducir las interacciones bioquimicas del fluido en sefiales cuantificables de utilidad. Para lograr resultados de calidad y
precisos, se han desarrollado una variedad de microsensores, los cuales pueden ser:
e Opticos: registran cambios en la fluorescencia, absorbancia y quimioluminescencia. Estos tienden a ser de utilidad en
inmunoensayos y deteccion de acidos nucleicos.>¥
e FElectroquimicos: detectan cambios en la amperometria y potenciometria generado por las reacciones quimicas.
Estos microsensores constituyen la base la medicion de glucosa y otros metabolitos.!>
e Plasmonicos: son sensores que emplean nanoestructuras metalicas (generalmente de oro) para la deteccion de
uniones moleculares en su superficie mediante resonancia de plasmones de superficie. Esto permite detectar interacciones,
cambios quimicos y estructurales.!®
e Fotoactsticos: esta es una técnica hibrida que combina la excitacion optica de la muestra mediante pulsos laser y la
deteccion de las ondas sonicas resultantes. Las ondas actsticas varian segtin el contenido de la muestra.!”

Preparacion de la muestra
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La preparacion de la muestra constituye uno de los pasos mas complejos y propensos a errores durante los analisis hematologicos.
La integracion de este paso directamente en el chip constituye un requisito para lograr un sistema sample-to-answer, que minimice
la interaccion con el usuario/operario y maximice la fiabilidad.

Separacion de Plasma

Muchos bioensayos, principalmente los inmunoensayos y pruebas de quimica clinica requieren de plasma libre de células
sanguineas. Usualmente, esto se logra mediante la centrifugacion de muestras sanguineas, un proceso complejo de miniaturizar. Sin
embargo, los sistemas LOC son capaces de superar esta barrera mediante la aplicacion de principios pasivos de la microfluidica. Al
hacer circular sangre por los microcanales, el efecto Fahraus-Lindqvist provoca que elementos formes de la sangre migren hacia
el eje central del canal, creando un flujo de plasma cerca de las paredes del canal. Al crear una bifurcacion en el canal, es posible
desviar (skimming) selectivamente esta capa de plasma a un segundo canal, lo cual resulta en una separacion efectiva sin partes
moviles ni fuerzas externas.®

Aislamiento Celular

En muchas pruebas hematologicas, es necesario aislar determinados linajes celulares. Los dispositivos LOC son capaces de ello
mediante diferentes técnicas. Las estrategias de filtracion por tamafio son utiles en estos casos, al incorporar sistemas de membranas
con poros de tamafios definidos que separan las células basadas en sus tamafios y deformabilidad."®!® Otra técnica de utilidad es
la separacion por afinidad, donde las superficies internas del microcanal se funcionalizan con moléculas de captura, simulando
las interacciones antigeno/anticuerpo. Cuando las muestras sanguineas circulan en el interior del chip, las células que expresan
el antigeno correspondiente en su superficie se unen al anticuerpo y quedan inmovilizadas, mientras que el resto de las células
contintian el flujo.!® De igual forma, se emplean técnicas activas que emplean campos de fuerza externos para la manipulacion
celular. Técnicas como magnetoforesis®, electroforesis®*! y la acustoforesis resultan ttiles para ello.

Analisis de la muestra
Citometria de Flujo en Chip:

La citometria de flujo constituye un pilar en el analisis celular en hematologia y otras areas afines como la inmunologia, la
genética, la reumatologia y la biologia celular; sin embargo, el instrumental para realizarlo es grande, complejo y de elevados costos.
22 La p-citometria o citometria de flujo en un chip busca replicar esta poderosa capacidad en un formato portatil y asequible.?® En
estos sistemas se introduce una suspension de células y se emplea un enfoque hidrodinamico (sheath flow) para alinear las células
en una unica fila, pasando una por una por el punto de analisis. En ese punto se hacen coincidir uno o varios haces de luz, donde los
detectores miden simultaneamente sefiales opticas (dispersion frontal de la luz, dispersion lateral de la luz, fluorescencia) de utilidad
para el analisis hematologico.??

Sus aplicaciones son amplias;® incluye el recuento diferencial de leucocitos, la identificacion de subpoblaciones de linfocitos
(T,B,NK), asi como el diagndstico y clasificacion de leucemias y linfomas mediante la deteccion de fenotipos anormales.

Hemograma Completo en un Chip

El hemograma ha constituido histéricamente la piedra angular del analisis sanguineo, de ahi que poder realizar un hemograma
completo en un chip (HCC) pudiese considerarse como el “santo grial” de la hematologia en el punto de cuidado. Lograr esto tendria
un gran impacto en la atencion primaria, la atencion médica en situaciones de desastre, entornos de bajos recursos o la Medicina de
Emergencias. Aunque atn es un objetivo no logrado, varias tecnologias orientan hacia su logro:

e Conteo por impedancia eléctrica en un chip: esta técnica busca miniaturizar el principio de Coulter, el cual es el
estandar de los analizadores de laboratorio. El chip contiene una microapertura con electrodos a cada lado; a medida que
las células sanguineas suspendidas en un diluyente conductor pasan a través de la apertura interrumpen el campo eléctrico y
generan un pulso de impedancia, donde la amplitud del pulso es proporcional al volumen de la célula. Al establecer el umbral
de tamafio, el dispositivo es capaz de discernir y cuantificar las diferentes poblaciones celulares. 2272

e Citometria por imagenes basadas en Smartphones: esta tecnologia emplea la potencia de célculo de los teléfonos
méviles, al acoplarlo a accesorios 6pticos compactos y economicos que lo convierten en un potente microscopio. La muestra
se carga en un chip desechable, el cual es monitorizado por el smartphone mediante imagenes o videos de las células
mientas fluyen o se asientan en el chip. Posteriormente, una aplicacion movil emplea algoritmos de analisis de imagenes para
identificar y cuantificar los eritrocitos y leucocitos, asi como mesurar la concentracion de hemoglobina mediante un estudio
colorimétrico de la muestra lisada.®*? Estos sistemas han mostrado resultados favorables equiparables a los analizadores
convencionales, con la ventaja afiadida de transmitir los resultados a un servidor para el diagnostico remoto.?

e Diferencial de leucocitos: se han desarrollado sistemas para realizar HCC.3239 Estos varian en cuanto a complejidad,
sonde los mas simples pueden realizar un diferencial en tres partes (linfocitos, monocitos y granulocitos) basados
principalmente en el tamafio. Otros mas complejos son capaces, mediante algoritmos complejos y uso selectivo de reactivos,
de lograr diferenciar ademas los granulocitos en neutrofilos, eosinéfilos y basofilos.

El potencial de estas tecnologias no reside unicamente en la miniaturizacion de los componentes, sino en la capacidad de integrar
toda la cadena de analisis en un unico sistema auténomo y robusto. Sin embargo, las dificultades en lograr esta integracion causan

que muchos dispositivos LOC prometedores contintien siendo dependientes de otros externos, fallando en su objetivo.G?
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De igual forma, estas plataformas poseen el potencial de integrar los analisis cuantitativos del recuento celular con el los estudios
morfolégicos. Mientras que los analizadores convencionales y el frotis sanguineo son procesos separados, en teoria, los LOC pueden
contar células a la par que capturan imagenes de alta resolucion de las mismas.®¥ Al integrar estos con algoritmos de inteligencia
artificial,®3* un dispositivo LOC seria capaz de realizar ambos analisis de forma simultanea, reduciendo tiempos y necesidad de
muestras.®?

Desafios para la Implementacion Clinica

A pesar del potencial transformador de esta tecnologia, la transicion desde los laboratorios de investigacion hasta la cabecera
del paciente es lenta, debido a desafios técnicos, regulatorios, econdmicos y de estandarizacion. La complejidad de la fabricacion,
aunque ha sido mitigada por las técnicas de impresion en 3D, ha impedido lograr su fabricacion en masa de lata calidad y bajo costo.
La microfabricacion requiere un control de calidad estricto y por ende, el requerimiento de equipamiento costoso.®!?

La robustez y fiabilidad constituyen un punto clave en el desarrollo de medios diagnosticos. Al cambiar del dominio macro
al dominio micro, estos sistemas son propensos a problemas que no afectan al equipamiento convencional, como por ejemplo
las obstrucciones de microcanales por particulas, agregados celulares o la formacion de burbujas de aire.®® De igual forma, la
sensibilidad puede verse afectada, pues al disminuir la escala, también lo hace el nimero de moléculas a analizar, lo cual puede afectar
la relacion sefal/ruido, requiriendo pasos para la amplificacion de sefiales para la captacion de analitos de bajas concentraciones.®

La multiplexacion (capacidad de realizar multiples analisis en paralelo) es un desafio para los LOC, pues al integrar varios
ensayos diferentes con sus respectivos reactivos en un chip, sin que existan interferencias cruzadas, se necesita complejizar el
dispositivo, haciendo dificil su desarrollo y validacion.®?

La falta de estandarizacion es otra de las limitantes en la adopcion de estos sistemas. No existen formatos, tamafios o tipos
de conexiones fluidicas, eléctricas u Opticas consensadas, de ahi que cada empresa desarrollo su propia plataforma patentada, lo
cual limita la interoperabilidad, la comparacion objetiva de rendimiento Inter dispositivos y evita la aparicion de ecosistemas de
componentes.

CONCLUSIONES

La tecnologia Lab-on-a-Chip representa un avance en las ciencias biomédicas con potencial de aplicacion en la hematologia,
pudiendo realizar pruebas de menor complejidad como un hemograma, hasta otras mas complejas como una citometria de flujo.
Las capacidades de realizar multiples analisis en paralelo, su portabilidad y rapidez pudieran mejorar en gran medida la atencion en
la unidad de cuidados o en la cabecera del paciente, llegando al diagndstico temprano y oportuno. Sin embargo, los problemas de
integracion de componentes, la complejidad de fabricacion, la robustez, fiabilidad, sensibilidad y falta de estandarizacion contintan
siendo problemas reales que frenan su desarrollo. Su desarrollo, aunque aun lento, y la integracion con técnicas de inteligencia
artificial favorecera el diagnostico y tratamiento en la practica hematologica.
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